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Esta tese tem como objetivo a validação e implementação do método de análise para 
determinação de detergentes (surfatantes aniónicos) em águas destinadas à produção de 
água para consumo humano, em águas de consumo humano e águas residuais no 
Laboratório dos Serviços Municipalizados de Água e Saneamento de Sintra (SMAS de 
Sintra). 
Para a determinação dos surfatantes em águas utilizou-se o procedimento do azul-de-
metileno (MBAS), por Espectrofotometria de Absorção Molecular. Este método baseia-se 
na reação entre os surfatantes aniónicos e o catião azul-de-metileno, que se transfere, 
quando em equilíbrio, da solução aquosa para uma solução orgânica líquida imiscível, 
ocorrendo a formação do par iónico (surfatante aniónico/catião azul-de-metileno). A 
intensidade da cor azul na fase orgânica indica a quantidade de surfatante aniónico 
existente na fase aquosa e é medida por Espectrofotometria de Absorção Molecular. 
Várias amostras de diferentes matrizes foram analisadas cujos resultados obtidos no 
laboratório dos SMAS Sintra foram comparados com os resultados obtidos no laboratório 
subcontratado. Amostras provenientes de ensaios interlaboratoriais, que também foram 
analisadas, revelaram resultados satisfatórios. 
Com base nestes resultados e no cumprimento dos parâmetros preconizados nos 
procedimentos de validação de métodos analíticos foi possível a validação deste método e 
a sua implementação no laboratório do SMAS de Sintra.  
 
Palavras-chave:  














This thesis aims the validation and implementation of an analytical method for 
determination of detergents (anionic surfactants) in water for the production of drinking 
water, water for human consumption and wastewater, in the Laboratory of Serviços 
Municipalizados de Água e Saneamento de Sintra (SMAS de Sintra). 
For surfactant determination in water we used the procedure of Methylene Blue (MBAS) 
by Molecular Absorption Spectrometry. This method is based on the reaction between the 
anionic surfactant and the methylene blue cation, which is transferred, when in 
equilibrium, of the aqueous solution to an immiscible organic liquid (chloroform) 
occurring ion pair formation (anionic/cation methylene blue). The intensity of blue color in 
the organic phase indicates the amount of anionic surfactant that exists in the aqueous 
phase and is measured by molecular absorption spectrometry. 
Several samples of different matrices were analyzed and the results obtained in the 
laboratory of SMAS Sintra were compared with the results obtained in a subcontractor 
laboratory. Samples from interlaboratory tests that were also analyzed showed satisfactory 
results as well. 
Based on these results and on meeting the parameters established in the validation 
procedures of analytical methods, the validation and implementation of this analytical 
method was possible in the SMAS Sintra laboratory. 
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1.1 Antes da fundação dos SMAS de Sintra 
Em Sintra, a primeira rede de distribuição de águas de que há notícia data do final do 
século XIX. Embora a Serra de Sintra possuísse água em abundância, a administração 
municipal sentiu necessidade de recorrer ao regime de concessão a um particular para 
resolver eficazmente o problema do abastecimento de água à Vila, que se agravava na 
época da estiagem. Assim, em 1888, era inaugurada a rede de abastecimento de água em 
regime de concessão a um particular, Paulo de Azevedo Chaves, como forma de resolver o 
problema do abastecimento de água à Vila. 
A falta de água e de cumprimento das obrigações por parte do concessionário levou à 
rescisão do contrato por parte da Câmara em 1922, quando a Câmara assinou uma escritura 
onde se comprava por 22 mil escudos os "créditos privilegiados" sobre os herdeiros do 
concessionário Paulo de Azevedo Chaves. A partir desse ano, o abastecimento de água a 
Sintra passa a ser feito pela companhia das Águas de Sintra, tendo a nova concessionária 
investido em canalizações e depósitos de armazenagem. (“SMAS-SINTRA – Síntese 
Histórica”, 2013) 
 
1.2 Fundação dos SMAS de Sintra 
A necessidade de melhorar o abastecimento de água a Sintra, que continuava deficitária 
levou a Câmara a nomear em Agosto de 1945, um representante para a Comissão de 
Arbitragem para o resgate da concessão do fornecimento de águas, e a pedir um 
empréstimo, para a municipalização dos serviços de águas e esgotos. 
Esta orientação é confirmada pelas diretivas do governo, para que a Câmara Municipal de 
Sintra (CMS) promova o resgate da concessão do abastecimento de água daquela vila e o 
melhoramento e ampliação do respetivo sistema distribuidor, enquanto o abastecimento do 
Concelho de Sintra será explorado pela respetiva Câmara Municipal, sob o regime de 
serviço municipalizado (Diário do Governo de 22 de Maio de 1946, Decreto - lei nº 
35653), datando daqui a criação dos Serviços Municipalizados de Água e Saneamento de 
Sintra. (“SMAS-SINTRA – Síntese Histórica”, 2013) 
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1.3 Natureza e atribuições dos SMAS de Sintra 
Os SMAS de Sintra são um serviço público de interesse local com autonomia 
administrativa, financeira e técnica e têm como objetivo a satisfação, das necessidades 
coletivas da população do concelho no âmbito das suas atribuições. Para tal, fixam as 
taxas, tarifas e preços a cobrar, de modo a que sejam cobertos os gastos de exploração e de 
administração dos sistemas a seu cargo, bem como a constituição de reservas necessárias 
para a cobertura de despesas de capital, com o fim de assegurar investimentos futuros 
indispensáveis ao desenvolvimento, ampliação e renovação desses mesmos sistemas.  
Para além de outras legalmente estabelecidas, as atribuições dos SMAS de Sintra 
desenvolvem-se fundamentalmente nos seguintes domínios: 
• Captação, adução, tratamento e distribuição de água potável; 
• Construção, ampliação, manutenção e gestão da rede de distribuição de água 
potável, de estações elevatórias e de tratamento de água; 
• Receção, drenagem, tratamento e destino final das águas residuais; 
• Construção, ampliação, manutenção e gestão dos sistemas de água residuais, 
estações elevatórias e de tratamento de águas residuais. 
Para uma melhor perceção da estrutura organizacional que está atualmente implementada é 
apresentado no Anexo 1, o organograma dos SMAS – Sintra. (“SMAS-SINTRA – 
Natureza e atribuições”, 2013) 
 
1.4 Situação atual dos SMAS de Sintra 
Atualmente os SMAS de Sintra gerem os sistemas públicos municipais de distribuição de 
água e de drenagem, tratamento e destino final das águas residuais. Em 2010 foi 
acrescentada a gestão e manutenção da rede pluvial no âmbito de um protocolo específico 
para o efeito, uma vez que até então a rede pluvial estava sob responsabilidade da CMS. Os 
SMAS de Sintra servem uma área de 320 km
2
 e abastecem uma população residente de 
cerca de 377.835 habitantes (Censos 2011, INE), num total de 20 freguesias, um dos 
concelhos que possui mais população residente do distrito de Lisboa e o segundo em 
termos nacionais, conforme a figura 1.1. 
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Figura 1.1 – Demonstração populacional de alguns municípios do país 
(INE, 2013) 
Os SMAS de Sintra têm tido um crescimento contínuo do nível de cobertura na sua área de 
intervenção, de tal forma que são hoje o segundo maior distribuidor de água a nível 
nacional. De modo a garantir a qualidade do serviço prestado este crescimento tem sido 
acompanhado pelo contínuo investimento em infraestruturas, na aplicação de novas 
tecnologias, na modernização dos métodos de trabalho e na formação contínua dos seus 
trabalhadores. (Benoliel, et al., 2009) 
Como reconhecimento desse trabalho desenvolvido, os SMAS de Sintra foram 
distinguidos, recentemente com o selo de “Qualidade exemplar da água para consumo 
humano” (Anexo 2). A atribuição deste selo pretende realçar as entidades reguladoras que 
tenham cumprido com os parâmetros essenciais de qualidade previstos pelo regulamento 
durante o último ano de avaliação regulatória e resulta de uma parceria entre a Entidade 
Reguladora dos Serviços de Águas e Resíduos (ERSAR) e o Jornal Água&Ambiente, com 
a colaboração da Associação Portuguesa de Distribuição e Drenagem de Águas (APDA), 
da Associação Portuguesa de Engenharia Sanitária e Ambiental (APESB), da Associação 
Portuguesa dos Recursos Hídricos (APRH) e do Laboratório Nacional de Engenharia Civil 
(LNEC). 
Também ainda durante este ano de 2013, os SMAS de Sintra assumiram o compromisso de 
obter a certificação do Sistema de Gestão Integrada da Qualidade e Ambiente (ISO 
9001:2008 e ISO 14001:2012) garantindo a melhoria contínua dos serviços prestados e um 
desenvolvimento sustentável. 
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1.5 O Laboratório dos SMAS de Sintra 
A Qualidade da Água constitui desde sempre, uma prioridade para os SMAS de Sintra. 
Com efeito, e ainda numa fase incipiente desta problemática a nível nacional, os SMAS de 
Sintra iniciaram em 1985 a sua atividade nesta área, com a criação do seu Laboratório, 
visando controlar a qualidade microbiológica da água. Desde então foram alargando 
progressivamente a sua atividade às análises físico-químicas, tendo registado um aumento 
do número de parâmetros analisados e implementando novas técnicas analíticas. Em 1996, 
em paralelo com as crescentes preocupações ambientais, o Laboratório passou a analisar as 
águas residuais, contribuindo decisivamente a para o desenvolvimento sustentado do 
concelho de Sintra. 
Em 2006 com a construção do novo complexo Oficinal e Laboratorial da Portela, o 
Laboratório viu finalmente concretizadas as condições necessárias para a sua afirmação. 
Iniciou-se então uma nova fase com a Acreditação do Laboratório (o que veio a acontecer 
em Setembro de 2008) pelo Instituto Português da Acreditação (IPAC) de acordo com a 
norma NP EN ISO/IEC 17025, dotando-o de um Sistema de Gestão da Qualidade 
(Anexo 3). 
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Atualmente, a atividade do Laboratório centra-se no cumprimento dos programas 
analíticos propostos para o controlo: 
• Da água para consumo humano e das águas de captações; 
• Das águas residuais das ETAR (Estações de Tratamento de Águas Residuais) do 
concelho de Sintra e dos efluentes industriais que descarregam nos coletores 
municipais, por forma a assegurar o controlo ambiental de ribeiras e mar, onde as 
ETAR do concelho vão descarregar o respetivo efluente; 
• Das águas residuais entregues ao Sistema de Saneamento da Costa do Estoril 
(SANEST) e ao Sistema Multimunicipal de Saneamento Integrado dos Municípios 
do Tejo e Trancão (SIMTEJO). (Benoliel, et al., 2009) 
O Laboratório possui 19 parâmetros acreditados na área da microbiologia, 23 na área da 
físico-química, 19 relativamente à amostragem, subcontrata outros parâmetros, também 
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2.1 Considerações gerais 
O termo detergente pode ser simplesmente definido como um agente de limpeza, contudo, 
durante as últimas duas ou três décadas, a palavra detergente refere-se a detergentes 
sintéticos deixando para trás os tradicionais sabões. De facto, as fórmulas comerciais 
consistem num número de componentes, agentes de superfície ativa, denominados 
surfatantes, que descrevem os ingredientes ativos especiais que conferem aos detergentes 
as suas propriedades de lavagem. Os detergentes usados nas nossas casas ou em outras 
instituições possuem formas muito complexas e contêm vários tipos de substâncias 
diferentes. Essas conjugações podem ser classificadas em diferentes grupos com funções 
específicas no processo de lavagem: 
• Surfatantes; 
• Aglomerantes; 
• Agentes branqueadores; 
• Agentes auxiliares. 
Dentro desta variedade de componentes, os surfatantes são os mais estudados devido ao 
recente interesse que estão a despertar com o seu impacto ambiental. (Ferreira, 2007) 
 
2.2 Surfatantes 
Os surfatantes constituem o grupo mais importante de componentes existentes nos 
detergentes e estão presentes em todo o tipo de detergentes, pela sua capacidade de 
diminuir da tensão superficial da água. Os surfatantes são agentes de superfície ativa 
solúveis em água compreendendo uma porção hidrofóbica composta por cadeias alquílicas 
ou alquilfenílicas, com 10 a 18 átomos de carbono e uma porção hidrofílica que é 
constituída por grupos iónicos ou não iónicos ligados à cadeia carbónica. (Morrison, Boyd, 
& Silva, 1981; Penteado, Seoud, & Carvalho, 2006) 
Dependendo do grupo hidrofílico da molécula, os surfatantes podem ser classificados em 
catiónicos, aniónicos, não-iónicos e anfotéricos. De acordo com essa classificação, os 
surfatantes possuem diferentes propriedades como a adsorção nas interfaces, a formação de 
diferentes estruturas coloidais, micelas, cristais líquidos liotrópicos e vesículas, entre 
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outras. Tais propriedades são a base de uma gama de aplicações importantes como a 
formulação de agroquímicos, fármacos e produtos de consumo (champôs, 
condicionadores), no combate de derrame de petróleo e outros usos específicos. (Mishra, et 
al., 2009; Salager, 2002) 
Na figura seguinte está representado a molécula de Dodecil Sulfato de Sódio (LAS), o 
surfatante mais utilizado nas técnicas de determinação de surfatantes aniónicos. 
 
Figura 2.1 – Sal Dodecil Sulfato Sódio utilizado como padrão na determinação de surfatantes 
(Merck Millipore Portugal, 2013) 
 
2.2.1 Classificação dos surfatantes 
Surfatantes não iónicos 
Os surfatantes não iónicos têm possíveis aplicações universais, dada a grande variabilidade 
da sua estrutura e das suas propriedades. As diferenças entre os tipos individuais de 
surfatantes não-iónicos são pequenas e a escolha é feita, principalmente, tendo em conta os 
custos de propriedades especiais, por exemplo, eficácia e eficiência, toxicidade, 
compatibilidade dermatológica e biodegradabilidade, ou permissão para a sua utilização 
em géneros alimentícios. A solubilidade de surfatantes não iónicos em água resulta da 
hidratação dos grupos de oxigénio por ligações de hidrogénio. (Bhairi & Mohan, 2007; 
Seddon, Curnow, & Booth, 2004) 
Os mais importantes são os surfatantes não iónicos etoxilados, que normalmente são 
produtos de condensação de álcoois hidrófobos, fenóis, aminas, ácidos carboxílicos, 
carbonamidas, com éteres oligoglicol, ésteres de ácidos gordos de glicerol, diglicerol, 
açúcares, açúcares hidrogenados, como por exemplo o sorbitol. 
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Os surfatantes não iónicos com um oxigénio semipolar ligado como grupo hidrófilo 
incluem óxidos de aminas gordos, tais como o óxido de Laurildimetilamina, que é utilizado 
de uma forma limitada em agentes de limpeza líquidos, assim como os sulfóxidos e os 
óxidos de fosfinas industrialmente sem importância. (Ullmann, et al., 2005) Este tipo de 
surfatantes não se ioniza em solução, tem boas propriedades de detergência em fibras 
sintéticas e inertes, dependendo do facto de possuírem grupos na sua estrutura que os 
tornem solúveis. Os surfatantes não iónicos são menos sensíveis à dureza da água que os 
surfatantes aniónicos. A espuma das suas soluções aquosas é menos forte do que as de 
muitos surfatantes aniónicos. (Mishra, et al., 2009) 
Na figura seguinte é apresentada a estrutura geral de um surfatante não iónico: 
 
R cadeia apolar (pode ser um anel benzénico ou uma cadeia qualquer) 




Figura 2.2 – Estrutura de surfatante não iónico 
(Sistema anfifilico, 2013) 
 
Surfatantes anfotéricos 
Os surfatantes anfotéricos apresentam um comportamento suave tornando-os 
particularmente adequados para utilização em preparações para cuidados pessoais para 
peles sensíveis. Dependendo da acidez ou pH da água podem ser aniónicos (carregados 
negativamente), catiónicos (carregados positivamente) ou não iónicos (sem carga) em 
solução. Estes surfatantes podem conter dois grupos carregados de sinal diferente, 
normalmente quando a carga é positiva deriva sempre de amónio, mas a fonte de carga 
negativa pode variar (carboxilato, sulfato, sulfonato). (Mishra, et al., 2009; Salager, 2002) 
Os surfatantes anfotéricos têm excelentes propriedades dermatológicas e são 
frequentemente usados em champôs e outros produtos cosméticos, e também em líquidos 
para a lavagem manual de louça devido à sua elevada formação de espuma. (Mishra, et al., 
2009) Na figura 2.3 apresenta-se a estrutura destes surfatantes: 
 













Figura 2.3 – Estrutura de surfatante anfotérico  
(Sistema anfifilico, 2013) 
 
Surfatantes catiónicos 
Os detergentes sintéticos catiónicos são surfatantes cujo grupo hidrófilo é um catião. A 
estrutura catiónica pode já estar presente na molécula, como é o caso dos sais de amónia 
quaternários, ou podem formar-se em solução, como as aminas gordas etoxiladas. Nesta 
molécula, os hidrogénios do ião amónio são todos substituídos por grupos alquilo. A carga 
elétrica positiva da parte hidrofílica confere aos surfatantes catiónicos propriedades que 
lhes permitem atuar em áreas de aplicação para as quais os surfatantes aniónicos e não 
iónicos são inadequados ou menos adequados. (Malik, Hashim, Nabi, Thabaiti, & Khan, 
2011; Ullmann, et al., 2005) São essencialmente usados como agentes de limpeza quando é 
necessário atingir um objetivo específico, empregues na lavagem de roupa como 
amaciadores, agentes anti-estáticos e bactericidas.  
Os surfatantes catiónicos mais importantes são os compostos quaternários de azoto: sais de 
tetra-alquilamónio, compostos N,N-dialquilimidazol, e sais de N-alquilpiridínio. Algumas 
das utilizações importantes dos surfatantes catiónicos são como microbicidas, herbicidas, 
inibidores de corrosão, inibidores de oxidação, adesivos, acabamento e agentes de 
impregnação, repelentes de água, amaciadores, auxiliares de flutuação, dispersantes, 
agentes de nivelamento. Outros surfatantes catiónicos, por exemplo, os sais de fósforo 
quaternário ou sais sulfónicos terciários são menos importante industrialmente, embora 
eles sejam muito úteis como catalisadores de transferência de fase na síntese. (Mishra, et 
al., 2009; Salager, 2002) Na figura 2.4 está representada esquematicamente a estrutura 
geral de um surfatante catiónico. 
 








R2 cadeia apolar 
Figura 2.4 – Estrutura de surfatante catiónico 
(Sistema anfifilico, 2013) 
 
Surfatantes aniónicos 
O principal surfatante aniónico sintético, cujo grupo funcional da molécula é carregado 
negativamente, surgiu na década de 40, o alquilbenzeno sulfonato (ABS), que surgiu a 
partir de precursores derivados do petróleo (benzeno e tetrâmero de propileno). O facto de 
haver uma forte procura deste surfatante no mercado de detergentes devido ao seu melhor 
desempenho quando comparado com os existentes, proporcionou o seu consumo a nível 
mundial em grandes quantidades. O seu uso excessivo levou à formação de camadas 
densas de espumas que dificultavam os processos de aeração nos tanques de tratamento de 
efluentes nas ETAR e, consequentemente, problemas ambientais daí resultaram pois essa 
situação permitiu que inúmeros poluentes e bactérias percorressem longas distâncias. 
Através de diversos testes padrão de biodegradabilidade foi possível concluir que o 
surfatante ABS é resistente à biodegradação no meio ambiente devido, principalmente, à 
presença de carbonos quaternários na sua cadeia hidrofóbica. Esta classificação é atribuída 
consoante o tempo que determinado produto é metabolizado por microrganismos 
normalmente presentes no meio ambiente. A biodegradabilidade de um produto pode ser 
determinada pelo desaparecimento do substrato (fonte de carbono, sal mineral, O2) ou pela 
formação de um produto (biomassa, CO2 e outros). 
Atendendo a esta situação vários países investiram na substituição destes surfatantes por 
outros biodegradáveis, cuja cadeia hidrofóbica é composta por cadeias alquílicas lineares. 
Atualmente, ainda existem países, por exemplo a América Latina, que não procederam a 
esta substituição devido ao baixo custo do ABS na formulação de produtos de limpeza. 
(Penteado, Seoud, & Carvalho, 2006) 
Os surfatantes aniónicos mais usados são o alquilbenzeno sulfonato linear (LAS) e álcoois 
gordos etoxilados e sulfatados, tendo como principal aplicação a preparação de champôs 
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por causa das suas excelentes propriedades de limpeza e maiores efeitos de 
condicionamento do cabelo. Os surfatantes aniónicos são particularmente eficazes em 
limpeza oleosa e suspensões de óleo/argila. Ainda assim, eles podem reagir na água de 
lavagem, caso esta esteja carregada positivamente com iões de cálcio e magnésio, o que 
pode levar à sua desativação parcial.  
Os surfatantes aniónicos dividem-se em cinco subgrupos: 
• Sabões de amónio e de metais alcalinos - Sais de sódio, potássio ou amónio de 
ácidos gordos de cadeia longa, tais como ácido oleico, esteárico e ácido ricinoleico, 
e que produzem emulsão de óleo em água. Eles são estáveis para valores de pH 
acima de 10, mas são muito sensíveis aos ácidos e às quebras de emulsões;  
• Sabões de metais bivalentes e trivalentes - Surfatantes emulsionantes de água em 
óleo. Eles são menos alcalinos e menos sensíveis a ácidos;  
• Sabões de aminas – Surfatantes com base na trietanolamina são os mais utilizados 
na indústria farmacêutica. Eles formam emulsão de óleo em água; 
• Alquilsulfatos - Ésteres de álcoois gordos e os ácidos sulfúricos que funcionam 
como agentes emulsionantes de óleo em água, sendo o Lauril sulfato de sódio mais 
utilizado; 
• Alquilfosfatos - Semelhantes aos descritos, mas têm álcoois fosfatados em vez de 
sulfatados, cuja aplicação maioritária é a preparação de cremes de emulsão de óleo 
em água. (Malik, Hashim, Nabi, Thabaiti, & Khan, 2011; Mishra, et al., 2009; 
Ullmann, et al., 2005) 
Um surfatante aniónico tem como estrutura geral a que se apresenta na figura seguinte: 
 
R1 cadeia apolar 
 
R2 grupo OH ou metal 
 
Figura 2.5 – Estrutura de surfatante aniónico 
(Sistema anfifilico, 2013) 
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Biossurfatantes 
Os biossurfatantes são substâncias anfifílicas produzidas por fungos, leveduras e bactérias. 
O seu grupo hidrofílico é composto por sacáridos (por exemplo, glicolípidos) ou 
aminoácidos (isto é, lipopéptidos), enquanto o grupo hidrofóbico é um ácido gordo 
insaturado ou saturado. A estrutura química e biossíntese dos vários biossurfatantes têm 
sido alvo de estudos intensos devido ao seu potencial ambiental benéfico, tal como já foi 
referido anteriormente. (Desai & Banat, 1997; Mulligan, Yong, & Gibbs, 2001) 
Os biossurfatantes apresentam diversas vantagens sobre os surfatantes sintéticos existentes, 
desde o aproveitamento de produtos residuais (por exemplo, substratos de fermentação), a 
biodegradabilidade no ambiente e baixos perfis de toxicidade. Outras características de 
alguns dos biossurfatantes permitiram a sua introdução em diversas áreas, desde a 
alimentar até à área do petróleo e remediação da poluição ambiental. Exemplos dessas 
características são a possibilidade dos biossurfatantes manterem a sua atividade sob 
condições extremas de temperatura (até 100 °C) e de salinidade (70 g/L). (Foley, 
Kermanshahi pour, Beach, & Zimmerman, 2012) 
Os grandes desafios da produção e aplicação de biossurfatantes são os baixos rendimentos 
e altos custos quer do substrato quer do processo downstream, uma vez que a 
produtividade dos biossurfatantes, como a de qualquer outro produto biotecnológico, 
depende de diversos fatores, tais como: 
• Organismo; 
• Fonte de carbono; 
• Nutrientes; 
• Arejamento e Taxa de Agitação; 
• Temperatura; 
• pH; 
• Quantidade de oxigénio dissolvido; 
• Protocolo de fermentação (em contínuo ou semi-contínuo). 
 
 




Trabalho Final Mestrado – Andreia Pires ISEL, 2013  
 
Face a estes desafios, o desenvolvimento da superprodução de mutantes, linhagens 
recombinantes, otimização da fermentação e rentabilização do processo de isolamento do 
produto e purificação são estratégias alvo de pesquisa para encontrar alternativas. O uso de 
substratos de baixo valor, tais como os hidratos de carbono ou resíduos de origem 
industrial ricos em lípidos ou subprodutos agroindustriais também são alternativas 
utilizadas para a redução do custo de produção e comercialização dos biossurfatantes. 
(Desai & Banat, 1997; Foley, Kermanshahi pour, Beach, & Zimmerman, 2012) 
Essa abordagem ajuda a gerir de forma sustentável os fluxos de resíduos e quando 
combinada com a tecnologia de processo adequado pode reduzir consideravelmente os 
custos globais.  
 
2.2.2 Propriedades gerais dos surfatantes 
Os surfatantes em soluções aquosas de concentração diluídas atuam como eletrólitos 
normais, mas para concentrações mais elevadas apresentam diferentes comportamentos. 
Um dos comportamentos frequentemente observado é a formação de agregados 
organizados de grandes números de moléculas chamadas micelas, em que os grupos 
lipofílicos associam no interior do agregado deixando partes hidrofílicas para enfrentar o 
meio aquoso. Na figura seguinte está uma representação de uma estrutura micelar. 
 
Figura 2.6 – Representação da associação dos surfatantes em forma de micelas 
(Bhairi & Mohan, 2007) 
 
A formação de micelas em solução aquosa é geralmente vista como um compromisso entre 
a tendência para as cadeias de alquilo para evitar o contacto com água e o desejo dos 
grupos polares para manterem o contacto com o meio aquoso. Devido ao seu efeito 
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hidrofóbico, as moléculas de surfatantes conseguem adsorver nas interfaces, mesmo em 
baixas concentrações de surfatante. A atividade de superfície dos surfatantes deve ser 
considerada um fenómeno dinâmico, pois entre a adsorção e dessorção é estabelecido um 
equilíbrio (devido a movimentos térmicos) e que requer algum tempo para se estabelecer. 
Isto pode ser determinado através da medição da superfície interfacial ou da tensão em 
função do tempo para uma superfície recém-formada, como irá ser discutido mais adiante. 
 
Concentração Micelar Crítica 
A Concentração Micelar Crítica (CMC) pode ser definida como a menor concentração 
acima do qual os monómeros se aglomeram para formar micelas. A micelização ocorre 
num intervalo de concentração, em vez de a uma determinada concentração. A CMC 
diminui com o comprimento da cadeia alquilo e aumenta com a introdução de ligações 
duplas e outros pontos de ramificação, como os que existem nos sais de ácidos biliares. 
Existem aditivos que quebram a estrutura de água, por exemplo a ureia, que permitem o 
aumento da CMC. Em detergentes iónicos, a CMC diminui com o aumento da 
concentração de contra-iões, mas é pouco afetada pelas oscilações de temperatura. Por 
outro lado, a CMC de detergentes não-iónicos não é significativamente afetada pela força 
iónica, mas aumenta substancialmente com o aumento da temperatura. Assim, de um ponto 
de vista prático, ao utilizar um processo de diálise para remoção de detergentes é desejável 
que a sua CMC apresente um valor elevado. (Bhairi & Mohan, 2007; Schramm, Stasiuk, & 
Marangoni, 2003) 
A CMC pode ser determinada por vários métodos, sendo os mais comuns os que 
relacionam a tensão superficial, a dispersão da luz e a solubilização do corante. A tensão 
superficial diminui com a concentração de detergente e atinge um mínimo em torno do 
valor de CMC, enquanto a dispersão de luz e a solubilidade de um corante hidrofóbico 
aumentam com a concentração de detergente. (Bhairi & Mohan, 2007; Furton & Norelus, 
1993) 
Na figura 2.7 é visível que o ponto de inflexão obtido traçando qualquer um dos três 
parâmetros versus a concentração de detergente corresponde ao CMC do detergente: 
 








SC – Solubilização do corante 
DL – Dispersão da luz 
TS – Tensão superficial 
 
 
Figura 2.7 – Resultados obtidos para a determinação da CMC de um detergente pelos três métodos 
(Bhairi & Mohan, 2007) 
 
Ponto Kraft 
O ponto Kraft corresponde à temperatura onde as três fases (cristalina, micelar, e 
monomérica) existem em equilíbrio (ver figura 2.8), a solução de detergente toma um 
aspeto claro e atinge o seu valor de CMC. Para a maioria dos detergentes, o ponto de Kraft 
é idêntico à temperatura micelar crítica (CMT). Quando se tem valores de temperatura 
muito baixos, a maioria dos detergentes permanecem num estado cristalino insolúvel e 
estão em equilíbrio com pequenas quantidades de monómeros dissolvidos, enquanto a 
temperaturas mais elevadas a forma micelar é a forma maioritária, ou seja, existe em 
solução mais detergente monomérico. À temperatura a que o monómero atinge a CMC é 
chamada temperatura micelar crítica (CMT). (Bhairi & Mohan, 2007; Schramm, Stasiuk, 
& Marangoni, 2003) 
 
Figura 2.8 – Diagrama de fases de um agente aniónico do tipo sulfonato em solução aquosa, como função da 
temperatura e composição 
(Bhairi & Mohan, 2007) 
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Ponto de nuvem 
Os detergentes não iónicos, normalmente a temperaturas acima da CMT tornam-se turvos e 
sofrem separação de fases. A essa temperatura é chamada de ponto de nuvem. A separação 
de fases ocorre presumivelmente devido a uma diminuição na hidratação do grupo de 
cabeça podendo esta propriedade ser utilizada como uma vantagem particular. Por 
exemplo, as proteínas integrais de membrana podem ser solubilizadas primeiro a 0 °C e a 
solução pode ser aquecida até cerca de 30 °C para efetuar a separação de fases. Isto 
permite a sua partição dentro da fase rica em detergente, que pode ser separado 
posteriormente centrifugação. (Bhairi & Mohan, 2007; Schramm, Stasiuk, & Marangoni, 
2003) 
 
Número de Agregação 
Outra característica influenciada pela força iónica é o número de moléculas monoméricas 
de detergente contidas numa micela é designado por número de agregação. É determinado 
dividindo o peso molecular micelar pelo peso molecular monomérico. Existem inúmeras 
técnicas pelas quais é possível obter o peso molecular das micelas, tais como a filtração em 
gel, dispersão da luz, equilíbrio de sedimentação e dispersão de pequenos ângulos de raio-
X. As micelas formadas por sais biliares normalmente possuem pequenos números de 
agregação, enquanto os detergentes não iónicos apresentam valores bastantes elevados. 
(Bhairi & Mohan, 2007) 
 
Balanço Hidrófilo-Lipófilo (BHL) 
O BHL é uma medida da hidrofobicidade relativa do detergente, que se correlaciona com a 
capacidade do detergente solubilizar as proteínas de membrana. A maioria dos detergentes 
hidrofóbicos tem valores de BHL próximos de zero, os menos hidrofóbicos utilizados para 
a solubilização de proteínas extrínsecas têm valores perto de 20, e os com valores entre 12 
e 20 usualmente são utilizados na solubilização desnaturante. (Malik, Hashim, Nabi, 
Thabaiti, & Khan, 2011) É importante realçar que o BHL tem propriedades aditivas. Por 
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exemplo, se dois detergentes apresentam valores de BHL   e   é possível utilizar a 
equação seguinte, onde   e   são as percentagens de cada um: 
                        
Através desta propriedade é possível selecionar dois detergentes de forma a se obter um 
valor de BHL desejado, isto se não houver fatores que afetem a atividade enzimática dos 
mesmos. 
Atendendo ao que foi descrito anteriormente é possível concluir que o desempenho de um 
detergente depende de diversos fatores, tais como a concentração do detergente, a força 
iónica, o comprimento da cadeia alquil, o valor de pH, a presença de aditivos orgânicos, a 
pureza do detergente e a temperatura. (Bhairi & Mohan, 2007; Salager, 2002) 
 
2.2.3 Outras aplicações dos surfatantes 
Inibidores da corrosão 
A potencial aplicação dos surfatantes como inibidores de corrosão tem sido amplamente 
estudada nos últimos anos. É bem conhecido que um surfatante tem tendência para se 
associar com outro nas interfaces e em solução para formar agregados. A adsorção na 
superfície do metal é a ação primária do grupo funcional dos surfatante, sendo essa ação a 
responsável pela inibição da corrosão do metal e é, em geral, diretamente relacionada com 
a sua capacidade de se agregar para formar micelas. Um dos métodos que se revela 
eficiente e muito barato para proteção contra ferrugem de superfícies metálicas é a adição 
dos surfatantes num meio ácido. Em 1950 determinou-se a capacidade destes para 
solubilizar compostos orgânicos e controlar várias reações eletroquímicas em meio aquoso, 
tendo sido objeto de estudo nos últimos 20 anos, tal como a descrição do agregado através 
de métodos eletroquímicos. Estes estudos ajudam a controlar a catálise eletroquímica 
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Remediação de solos contaminados 
Os surfatantes podem ser utilizados para lavagem do solo, pois conseguem a deslocação de 
Líquidos Densos de Fase Não Aquosa (DNAPL) por redução da tensão interfacial entre 
estes e as águas subterrâneas, uma vez que são as forças capilares as responsáveis pela 
restrição da mobilidade dos DNAPL. O contaminante mobilizado pode ser removido nos 
poços de extração utilizando surfatantes em misturas ou com aditivos (tais como o álcool), 
sais (por exemplo, o cloreto de sódio), polímeros ou espumas. 
Através do aumento da solubilidade ou da dessorção, os surfatantes conseguem uma maior 
recuperação dos NAPL (Líquidos de Fase Não Aquosa), tal como um pré-tratamento do 
solo com recurso a uma lavagem com surfatante para solubilizar os HAPs 
(Hidrocarbonetos Aromáticos Policíclicos) acelera a biodegradação dos contaminantes.  
Inicialmente, a lavagem de solos com surfatante foi aplicada em operações de recuperação 
de petróleo e atualmente têm uma vasta aplicabilidade, como é o caso da remediação de 
DNAPLs no aquífero. As propriedades de absorção dos surfatantes permitem uma seleção 
adequada dos mesmos para cada situação, uma vez que os aniónicos e os não iónicos são 
menos suscetíveis de ser absorvidos pelo solo, logo os surfatantes catiónicos têm sido os 
escolhidos para reduzir a permeabilidade do aquífero por adsorção. Nestes processos é 
desejável a recuperação e reutilização dos surfatantes para que o processo seja 
economicamente viável. (Mulligan, Yong, & Gibbs, 2001) 
 
Higiene pessoal 
Ao observarmos a lista de ingredientes dos champôs ou pastas de dentes é provável que se 
encontre entre eles, o Lauril Sulfato de Sódio ou Lauril Sulfato de Amónia. Estes 
surfatantes são muito semelhantes em termos de estrutura molecular aos sabões e 
detergentes sintéticos que utilizamos diariamente na higiene dos nossos corpos e das 
nossas roupas. Todos os Lauril Sulfatos têm os grupos aniónicos iguais diferindo apenas no 
catião que equilibra a carga negativa do anião. (ICIS, 2011) 
O Lauril Hidrogenossulfato (figura 2.9) é obtido a partir de diversas reações químicas 
sendo a principal aquela em que Lauril álcool se combina com o ácido clorossulfónico, 
gerando a perda de uma molécula de HCl.  
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Figura 2.9 – Lauril Hidrogenossulfato, surfatante utilizado na formulação de produtos de higiene pessoal  
(Merck Millipore Portugal, 2013) 
 
A substituição do protão ácido do Lauril sulfato de hidrogénio por um catião, por exemplo, 
o ião sódio ou o ião amónio obtém-se o Lauril sulfato utilizado na formulação de produtos 
de higiene pessoal. O Lauril Sulfato de Sódio é um surfatante encontrado frequentemente 
nos dentífricos por ser relativamente insolúvel em água fria, contrariamente poucas vezes é 
encontrado nos champôs de cabelo pois o sal tende a sair da solução e produzir uma ligeira 
nebulosidade. Essa nebulosidade praticamente não afeta a aparência da maioria dos 
dentífricos, mas no caso dos champôs que se apresentam claros, e estranhamente em água 
fria ficariam nublados pode levar o consumidor a trocar de marca. Por esse motivo é mais 
usual encontrar como um ingrediente de um champô o Lauril Sulfato de Amónio ou Lauril 
Sulfato Trietanolamónio (TEA) pois são mais solúveis em água fria e, como benefício 
adicional, não secam tanto o cabelo como o sal de sódio. (Snyder, 1995) 
 
2.3 Detergentes e o Meio Ambiente 
Nos últimos anos, os oleoquímicos e uma variedade de outros substratos renováveis, como 
os hidratos de carbono, aminoácidos e ácidos orgânicos têm sido alvo de grande interesse 
como matérias-primas para a produção de surfatantes pelo fato que as reservas de 
combustíveis fósseis são finitas. Com o intuito de obter alternativas, os estudos 
recentemente realizados demonstraram que a utilização de matérias-primas renováveis 
pode reduzir significativamente as emissões de CO2 associadas à produção e utilização de 
surfatantes. Por exemplo, a utilização de oleoquímicos é mais vantajosa na produção de 
surfatantes do que na produção de biodiesel visto que as emissões de CO2 são menores. 
Estima-se que a substituição de surfatantes petroquímicos por surfatantes renováveis na 
União Europeia poderia reduzir as emissões totais de CO2 associadas em cerca de 37%. 
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Esta substituição é desejável para redução das emissões de CO2, mas o seu sucesso da 
mesma será sempre determinado pelo custo e desempenho do surfatante. 
A utilização de produtos químicos renováveis deverá ser cuidadosa, a fim de evitar efeitos 
ambientais adversos associados ao solo e à água. Para tal, a próxima geração de 
tecnologias de surfatantes renováveis deve originar matérias-primas robustas e 
sustentáveis, uma produção de forma eficiente e propriedades físico-químicas comparáveis 
ou superiores às dos surfatantes petroquímicos, tudo isto mantendo um baixo custo de 
produção. O desempenho de um surfatante é avaliado tendo em conta um conjunto de 
critérios: a estabilidade, o poder de formação de espuma, a detergência, a solubilidade, as 
propriedades emulsionantes, a toxicidade, a irritação da pele e o seu desempenho 
ambiental. 
Os surfatantes para além da sua utilização como detergentes e produtos de limpeza, eles 
também se aplicam a nível industrial, agrícola ou em outras especialidades, e sendo 
necessárias características especificas de desempenho para cada aplicação específica. A 
existência da larga diversidade de funções que é necessária atribuir aos surfatantes torna 
necessária a existência de uma variedade de estratégias de síntese para cobrir uma gama de 
propriedades físico-químicas. (Foley, Kermanshahi pour, Beach, & Zimmerman, 2012; 
EOSCA, 2000) 
Os surfatantes aniónicos são o tipo de surfatantes mais frequente nas formulações de 
detergentes de uso doméstico e industrial, sendo o LAS o que apresenta consumo mundial 
mais elevado e tem sido alvo de interesse de investigadores na área de monitorização e 
controlo ambiental para conhecimento do seu destino e os seus eventuais efeitos.  
As principais contribuições dos detergentes para as águas residuais são os surfatantes e os 
fosfatos. A água residual é um produto incómodo, que tem potencial para causar um vasto 
número de efeitos desagradáveis no tratamento de esgotos, bem como no ambiente. Mesmo 
depois de utilizados e após eventuais tratamentos nas respetivas ETARs, os surfatantes são 
introduzidos em alguma percentagem no sistema aquático. Em estudos desenvolvidos 
concluiu-se que os alquilfenóis, uma classe de surfatantes não iónicos, eram eventuais 
promotores de cancro hepático em peixes. Os alquilfenóis são compostos bio-acumuláveis, 
o que significa que as doses ingeridas vão-se fixando nos tecidos dos peixes, receando-se 
que possam ter o mesmo efeito noutros animais, incluindo o próprio ser humano que acaba 
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por consumir a água ou outros animais que contenham estes compostos químicos tóxicos. 
(EOSCA, 2000; Penteado, Seoud, & Carvalho, 2006) 
Para tal foram estabelecidas normas, critérios e objetivos de qualidade com a finalidade de 
proteger o meio aquático e melhorar a qualidade das águas em função dos seus principais 
usos. Os valores de surfatantes aniónicos permitidos em águas destinadas à produção de 
água para consumo humano, em águas de consumo humano e águas residuais estão 
definidos no Decreto-Lei n.º 236/1998 (Anexo 4). Este decreto foi revogado pelo Decreto-
Lei n.º 243/2001 e este pelo  Decreto-Lei n.º 306/2007 que é o que se encontra atualmente 
em vigor. 
 
Figura 2.10 – Valores máximos de tensioativos admissíveis nas águas para consumo humano 
(D.L. n.º 236/1998) 
 
 
Figura 2.11 – Valores limite de emissão de detergentes na descarga de águas residuais 
(D.L. n.º 236/1998) 
 
 
Figura 2.12 – Valores de substâncias tensioativas para qualidade mínima nas águas superficiais 
(D.L. n.º 236/1998) 
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2.4 Técnicas utilizadas na determinação de surfatantes 
A análise de surfatantes não é um processo linear já que a sua diversificada formulação não 
permite uma análise tão simples como se desejaria. Os problemas mais frequentes desta 
análise são as baixas concentrações em que os surfatantes se encontram na água para 
consumo humano e no caso das águas residuais o facto de existir uma grande diversidade 
de compostos que funcionam como interferências nos vários métodos de análise, que não 
conseguem muitas vezes serem seletivos. De forma a contornar estes problemas é 
necessário não só uma metodologia mas uma série de técnicas de extração, pré-
concentração, identificação, que se complementam de modo a atingir-se um resultado 
satisfatório. 
Existem diversos estudos a nível mundial sobre os surfatantes nos quais se fazem 
referência a diversas técnicas que poderão ser utilizadas quando se pretende identificar e 
quantificar estas substâncias em água. De seguida são apresentadas de forma resumida, 
algumas das técnicas mais usuais para isolamento e concentração das amostras, como a 
extração líquido-liquido (LLE), a extração em fase sólida (SPE) ou extração por solvente 
acelerada (ASE). Posteriormente, quando se pretende detetar, identificar e quantificar os 
surfatantes presentes na amostra recorre-se a técnicas de espetrofotometria, eletroforese e 
cromatográficas. (Lui, Li, Zhou, Qiu, & Rem, 2009) 
 
2.4.1 Técnicas de isolamento e concentração 
Extração líquido-líquido (LLE) 
A extração líquido-líquido consiste na separação de analitos existentes em duas fases 
líquidas imiscíveis ou parcialmente miscíveis, motivo pelo qual os solventes orgânicos 
devem ser selecionados de acordo com o tipo de surfatante a determinar. Esta técnica é 
frequentemente utilizada quando se pretende a determinação de surfatantes iónicos e não 
iónicos. 
A principal vantagem é a sua capacidade de aplicação na determinação de surfatantes em 
amostras contendo grandes quantidades de partículas de matéria sólida. Como 
desvantagens apresenta um elevado tempo de análise, a necessidade de grandes 
quantidades de solvente orgânico e de amostra, produz resíduos tóxicos e ainda há 




Trabalho Final Mestrado – Andreia Pires ISEL, 2013  
 
tendência para a criação de emulsões que dificultam a separação. Esta técnica apresenta 
alta eficiência para a extração de surfatantes catiónicos em amostras líquidas. (Olkowska, 
Polkowska, & Namieśnik, 2012) 
 
Extração em fase sólida (SPE) 
A técnica de extração em fase sólida (SPE) é a mais correntemente usada por ser a mais 
apropriada em termos de velocidade, seletividade e percentagem de recuperação. Esta 
técnica aplica-se na extração, purificação e concentração de compostos orgânicos de 
amostras líquidas, de forma a prepará-las para a análise.  
A SPE é uma técnica que se aperfeiçoou nos últimos anos com a introdução de 
equipamento automatizado, novos meios de eluição e adsorventes, permitindo a redução do 
volume de amostra e solventes orgânicos utilizados e a eliminação da utilização de 
clorofórmio na fase de preparação da amostra. Tem como desvantagem o fato de não se 
aplicar a amostra com elevada quantidade de partículas de matéria sólida e o tamanho do 
adsorvente dever ser selecionado de acordo com a concentração do analito. (Olkowska, 
Polkowska, & Namieśnik, 2012) 
 
Extração por solvente acelerada (ASE) 
A ASE veio revolucionar o mundo das extrações, uma vez que os volumes de solventes 
orgânicos utilizados são muito reduzidos. Esta técnica permite uma rápida extração de 
amostras sólidas com recurso a solventes, em condições de pressão e temperatura elevadas. 
Estas condições permitem uma aceleração dos processos cinéticos de dessorção dos 
analitos da matriz e um aumento da solubilidade dos mesmos, o que implica um consumo 
menor de solvente. (Li, Landrault, Fingas, & Llompart, 2003; Popp, Keil, Möder, Paschke, 
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2.4.2 Técnicas de deteção, identificação e quantificação 
Eletroforese Capilar (EC) 
Alguns dos surfatantes aniónicos, catiónicos e não aniónicos podem ser separados por 
eletroforese capilar (EC). Esta técnica tem sido alvo de um estudo mais aprofundado na 
análise de surfatantes desde os anos 80 devido à sua simplicidade, versatilidade, rapidez, 
volumes de amostras muito reduzidos e através da qual se têm obtido resultados 
satisfatórios. (Colombara, Tavares, & Massaro, 1997; Lin, 2004) 
Designa-se habitualmente por eletroforese capilar, a migração de iões por ação de uma 
corrente elétrica aplicada e pode ser utilizada na separação de espécies iónicas ou 
ionizáveis, em solução. Os iões de carga positiva (surfatantes catiónicos) migram no 
sentido do elétrodo carregado negativamente, os iões de carga negativa (surfatantes 
aniónicos) dirigem-se para o elétrodo carregado positivamente e os surfatantes anfotéricos 
migram como catiões ou aniões consoante o pH do meio. As diferentes mobilidades dos 
iões são influenciadas por diversas condições específicas como a temperatura, viscosidade 




A cromatografia é uma técnica de separação que permite separar, identificar e quantificar 
diversos componentes numa mistura. Este tipo de técnica começou a ser aplicado na 
determinação específica e individual de vários surfatantes. Embora haja diversos 
procedimentos aceites para a determinação de surfatantes aniónicos, nenhuma destas tem a 
combinação ótima de simplicidade, rapidez, especificidade e sensibilidade. A 
cromatografia em fase gasosa (GC), a cromatografia gasosa/ espectrometria de massa (GC-
MS) e a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) são técnicas muito sensíveis que 
permitem a identificação surfatantes, mas que requerem grandes tempos de preparação de 
amostra e não são suficientemente versáteis para aplicações de controlo. (Martínez-
Barrachina, Alonso, Matia, Prats, & Valle, 1999) 
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 Método Colorimétrico de MBAS 
Inicialmente, a investigação de importantes propriedades físico-químicas das soluções 
diluídas de substâncias ativas de superfície, tais como adsorção nas interfaces sólidas, a 
taxa de migração através das fronteiras e os fenómenos de difusão, seria facilitada se 
houvesse um método rápido, preciso e flexível para analisar estas soluções. Apesar de se 
encontrar diversos métodos na literatura, não havia nenhum método que combinasse estas 
três caraterísticas. Atendendo a essa necessidade, em 1945 foi desenvolvido um método 
que mostrou a insolubilidade do cloreto de azul-de-metileno em clorofórmio, e os 
alquilsulfatos e respetivos sais, que eram solúveis, podiam ser extraídos com clorofórmio 
quantitativamente a partir da solução aquosa. A base de um método colorimétrico de 
estimação parte deste princípio. Este método também previa que a extração era inibida se a 
solução aquosa possuísse iguais quantidades de substâncias ativas aniónicas e catiónicas, 
condição que permitia determinar o ponto final de uma titulação de uma substância ativa 
aniónica com uma substancia ativa catiónica. 
O método desenvolvido baseava-se em adicionar a uma solução diluída contendo 
substâncias ativas aniónicas, uma pequena quantidade de uma solução ácida de azul-de-
metileno. Essa mistura é agitada com clorofórmio sendo a cor azul é concentrada na 
camada de clorofórmio. De seguida é adicionada lentamente uma solução de brometo de 
cetilpiridínio verificando-se a transferência de cor da camada inferior de clorofórmio para a 
camada superior aquosa. Quando as duas camadas têm a mesma cor, o ponto de 
equivalência é determinado. Com mais uma adição de brometo de cetilpiridínio a camada 
inferior torna-se incolor. Este processo foi normalizado sendo facilmente utilizado e 
aplicado a uma vasta gama de substâncias. (Epton, 1947) 
Mais tarde, em 1955 foi publicado um novo método aplicado à determinação de surfatantes 
aniónicos em águas residuais e que também se tornou aplicável na determinação de 
vestígios de surfatantes aniónicos em águas de rio, em águas para consumo humano e em 
águas de mar. Tal como os restantes, este baseava-se na extração com clorofórmio de um 
complexo de surfatante e azul-de-metileno, mas a extração é feita em meio alcalino. Este 
método não está sujeito a interferências de iões inorgânicos, permite uma melhor 
recuperação dos alquilbenzeno sulfonato de sódio frequentemente encontrado em águas 
residuais. (Longwell & Maniece, 1955) 
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Mais tarde, foi desenvolvida uma abordagem para a determinação de surfatantes aniónicos 
em água de rio e efluentes de ETAR, com recurso à automação utilizando um processo de 
extração com solvente em contínuo, com análise por injeção em fluxo. Também tal como 
os anteriores, o método baseia-se numa extração com clorofórmio do par iónico que reage 
com o azul-de-metileno. A separação das duas fases é conseguida por meio de um 
separador de fase da membrana e a deteção baseia-se na injeção de uma fase orgânica 
corada numa corrente de clorofórmio que passa no detetor. Este método revelou resultados 
concordantes com os resultados obtidos pelo método de azul-de-metileno em uso na época. 
(Valle, Alonso, Bartoli, & Marti, 1988) 
Nos últimos anos, vários métodos têm sido propostos de formar a minimizar as possíveis 
interferências existentes nas diferentes matrizes 
Atualmente, o método regulamentado na União Europeia (Diretiva 79/869/CEE – Anexo 
5) e amplamente aceite para a análise de surfatantes aniónicos em amostras ambientais é o 
método Substâncias Ativas ao Azul-de-Metileno (MBAS), devido a sua alta sensibilidade e 
simplicidade.  
Este método encontra-se normalizado segundo a ISO 7875-1:1996 e baseia-se na formação 
de um complexo entre o surfatante aniónico e uma substância corada denominada azul-de-
metileno, conforme a figura seguinte: 
 
Figura 2.13 – Reação entre o azul-de-metileno e um surfatante aniónico 
(Morita & Santana, 2005) 
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O azul-de-metileno é um corante catiónico que é sensível a compostos aniónicos que 
contêm uma parte hidrofóbica na sua constituição. O complexo formado é removido 
através de extrações sucessivas com um solvente orgânico, usualmente clorofórmio em 
meio ácido e em presença de um excesso de azul-de-metileno. É feita uma lavagem 
também em meio ácido que permite a eliminação de interferências e por fim a intensidade 
da cor azul da fase orgânica é posteriormente analisada por espetrofotometria a 652 nm. 
(American Public Health Association, 2012) 
Apesar de ser um método simples e preciso tem como desvantagens, o longo tempo de 
preparação da amostra e a necessidade de grandes quantidades de solvente que leva à 
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Existem dois parâmetros de elevada importância que demonstram o bom desempenho de 
qualquer técnica analítica implementada num laboratório, que são qualidade das medidas 
instrumentais e a confiabilidade estatística dos cálculos envolvidos. A validação de 
qualquer método é um dos passos a ter em conta quando se quer a implementação de um 
método, pois é através da validação que conseguimos garantir a aplicabilidade, fiabilidade 
para a qualidade assegurada e demostração de competência técnica. Nesta fase são 
efetuados diversos ensaios que permitem definir indicadores e critérios para os mesmos, do 
bom desempenho das técnicas como é o caso da seletividade, curva de calibração, faixa de 
linearidade, sensibilidade do método, limites de deteção (LD) e quantificação (LQ), 
precisão, exatidão e robustez. A estimativa destes parâmetros pode variar de acordo com a 
técnica analítica empregue, ou com os guias de validação que seguimos. (Ribani, Bottoli, 
Collins, Jardim, & Melo, 2004) 
Para que no geral todos os laboratórios sigam as mesmas orientações, a IUPAC 
(International Union of Pure and Applied Chemistry) redigiu um guia para validação de 
métodos analíticos que tem sido utilizado pela ISO. A norma internacional ISO/IEC 17025 
é uma norma específica para laboratórios de ensaio e calibração, onde a validação é 
referenciada como um dos requisitos técnicos na qualidade assegurada pelos laboratórios. 
Também, as agências regulatórias dos Estados Unidos (FDA, Food and Drug Agency), 
Japão (MHLW, Ministry of Health, Labour and Welfare) e União Europeia (EMEA, 
European Medicine Agency) passaram a organizar a Conferência Internacional sobre 
Harmonização (ICH, International Conference on Harmonization), para estabelecer 
padrões para os procedimentos de pesquisa e desenvolvimento de fármacos. Com o mesmo 
objetivo, a ICH elaborou um guia sobre validação de métodos que tem sido utilizado 
também em outras áreas de estudo que não apenas a farmacêutica. Na área de Química 
Ambiental, os métodos padrões para análise de contaminantes publicados pela Agência de 
Proteção Ambiental Americana (EPA, Environmental Protection Agency) contêm 
orientações a respeito da validação destes métodos. (Ribeiro, Ferreira, Morano, Silva, & 
Schneider, 2008) 
A validação de um método é um procedimento que requer um grande número de ensaios 
analíticos e cálculos estatísticos e um custo acrescido da técnica. Para tal existem no 
mercado softwares, como o EffiValidation, o Method Validation Pack da Agilent e o 
Validation Manager, que permitem estabelecer um bom procedimento de validação, para 
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que de uma forma rápida e com número representativo de ensaios assegurasse a qualidade 
das estimativas, minimizando o custo e potencial instrumental. (Ribeiro, Ferreira, Morano, 
Silva, & Schneider, 2008) 
Para a validação do método de análise para a determinação de detergentes foi utilizado 
como base o “Guia Relacre n.º13 – Validação de métodos internos de ensaio em análise 
química”, que foi publicado no ano 2000 com o objetivo da uniformização de critérios 
utilizados para demonstrar que um método interno de ensaio, nas condições em que é 
praticado, tem as características necessárias para a obtenção de resultados com a qualidade 
exigida. Este documento estabelece linhas de orientação a seguir pelos Laboratórios 
Químicos em Portugal, que pratiquem métodos internos de ensaio. 
 
3.1 Introdução 
Tal como já foi referido um laboratório químico deverá reunir numa fase de validação os 
requisitos necessários para a obtenção de resultados de análises químicas confiáveis. Esta 
ideologia está expressa numa frase que traduz a política do NIST (National Institute for 
Standards and Technology) "Nenhum resultado é melhor que um mau resultado". (Guia 
Relacre N.º 3, 1996) 
Os métodos de ensaio e/ou calibração que determinado laboratório realiza, incluindo 
métodos de amostragem, devem assegurar a satisfação das necessidades do cliente e que 
sejam apropriados à sua rotina. O laboratório deve recorrer a normas internacionais, 
regionais ou nacionais para estabelecer qual o método a utilizar, garantindo que segue a 
edição em vigor de cada norma, a menos que não seja adequado ou possível fazê-lo. Por 
vezes é necessário complementar com informação contida em outras literaturas válidas 
para garantir uma correta implementação do método. (NP EN ISO/IEC 17025, 2005) Um 
método de ensaio é um processo que está exposto à acumulação de erros (sistemáticos e/ou 
aleatórios), conduzindo de alguma forma, a resultados finais que não correspondem à 
realidade. De forma a garantir que os resultados finais e a qualidade dos mesmos são os 
pretendidos é necessário, através da validação, definir parâmetros e critérios para os 
métodos realizados pelo laboratório. (Guia Relacre N.º13, 2000) 
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Existe uma sequência de trabalho sugerida para o planeamento e execução da validação: 
• Definir a aplicação, objetivo e âmbito do método; 
• Definir os parâmetros de validação e critérios de aceitação; 
• Verificar se as características de desempenho do equipamento estão compatíveis 
com o exigido pelo método em estudo; 
• Qualificar os materiais, por exemplo, padrões e reagentes; 
• Planear os ensaios de validação; 
• Elaborar um procedimento operacional para validação; 
• Realizar os ensaios preliminares de validação; 
• Ajustar os parâmetros do método e/ou critérios de aceitação, se necessário; 
• Realizar ensaios completos de validação; 
• Elaborar um procedimento operacional para execução do método. 
Os ensaios e os resultados devem ser documentados e registados. (DOQ- CGCRE-008, 
2007) 
Esta sequência pode se apresentar esquematicamente conforme a figura seguinte: 
 




 Matriz da amostra 
 Compostos 
 Equipamentos, localização 
  
 Definição das características de desempenho 
 Critérios de aceitação 
 Desenvolver testes de caso 
 Testes das características de desempenho 
 SOPs 
 Sistema de testes de adequação 

































Tratar todas as alterações através de procedimentos de controlo de alterações 
Definição do âmbito do método 
 
Definição dos critérios de validação 
 
Testes de desempenho 
 
Testes de rotina em curso 
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3.2 Avaliação indireta 
Neste tipo de validação são determinados os parâmetros característicos e critérios de 
aceitação para o trabalho realizado em rotina. 
 
3.2.1 Especificidade e seletividade 
A especificidade e seletividade são parâmetros relacionados com a capacidade de um 
método de identificar e distinguir um analito em particular numa mistura complexa 
garantindo que o valor obtido corresponde somente ao analito a determinar sem 
interferência de outras substâncias.  
De forma a avaliar a existência de interferências deve-se realizar um teste de recuperação. 
Para tal utiliza-se uma série de amostras, com igual matriz variando a concentração do 
analito introduzido juntamente com amostra, sendo essas concentrações bem conhecidas e 
deverão abranger toda a gama de trabalho.  
Um método analítico pode ser considerado específico e seletivo quando na prática, e após a 
realização de testes de recuperação, se verificar que as taxas de recuperação são próximas 
de 100%, normalmente entre 80 e 120%. Em determinadas situações é possível que este 
intervalo seja mais alargado de acordo com as características do método e para outros esses 
intervalos podem até ser mais reduzidos. (Guia Relacre N.º13, 2000) 
 
3.2.2 Quantificação 
Na fase de validação é necessário determinar outros parâmetros de elevada importância 
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3.2.2.1 Curvas de calibração  
As curvas de calibração são a relação entre o sinal e a concentração ou uma quantidade de 
substância conhecida. Inicialmente, na fase de validação, estas curvas são efetuadas 
diariamente e posteriormente, com base no histórico adquirido, procede-se ao estudo da 
sua estabilidade face a critérios de aceitação entretanto definidos. Quando se utiliza o 
método dos mínimos quadrados, o eixo das ordenadas (y) representa a resposta 
instrumental do equipamento e o eixo das abcissas (x) representa sempre as concentrações 
dos padrões. Na fase de validação está também previsto que quando se recorre ao uso 
equipamento/software para efetuar cálculos, o laboratório deve evidenciar em que 
condições se obtêm resultados compatíveis. (DOQ- CGCRE-008, 2007) 
 
Gama de trabalho 
A gama de trabalho muitas vezes já se encontra definida em literatura reconhecida, sendo o 
seu estudo não obrigatório, mas se o laboratório o quiser efetuar pode recorrer ao teste de 
homogeneidade das variâncias quando envolve o traçado de curvas de calibração. Em 
métodos em que isso não acontece deve-se definir previamente a gama de trabalho tendo 
em conta os diversos fatores que poderão influenciar o trabalho, por exemplo, quantidade 
de amostra disponível. 
Para a avaliação da gama de trabalho em métodos que utilizam modelos de calibração 
linear, são recomendados pela ISO 8466-1, dez pontos de calibração, não devendo ser em 
número inferior a cinco, distribuindo-se de igual modo na gama de concentrações. O 
primeiro e o último padrão são analisados em 10 réplicas independentes. (Guia Relacre 
N.º13, 2000; Ribani, Bottoli, Collins, Jardim, & Melo, 2004; Ribeiro, Ferreira, Morano, 
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Teste homogeneidade de variâncias 
Determinam-se as variâncias associadas ao primeiro e último padrão (  
  e    
 ) do seguinte 
modo: 
  
   
          
   
   
    
 (Eq.3.1) 
onde: 
   
     
  
   
  
 (Eq.3.2) 
para i=1 e i=10. 
Sendo: 
i – o número do padrão (neste caso i vai de 1 a 10) 
j – o número de repetições efetuadas para cada padrão 
 
As variâncias são testadas para examinar se existem diferenças significativas entre elas, 
nos limites da gama de trabalho efetuando o cálculo do valor teste PG, ou também 
conhecido por teste F:  
Compara-se este valor de PG com o valor tabelado da distribuição F de Snedecor/Fisher, 
para n-1 graus de liberdade: 
• Se PG ≤ F: diferenças de variâncias não são significativas e a gama de trabalho está bem 
ajustada;  
• Se PG > F: diferenças de variâncias são significativas e a gama de trabalho deve ser 
reduzida até que a diferença entre as variâncias relativas ao 1º e último padrão permitam 
obter PG ≤ F.  
   
   
 
  
        
     
  (Eq.3.3) 
   
  
 
   
       
       
  (Eq.3.4) 
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Linearidade 
A linearidade é a capacidade um método analítico tem para fornecer resultados que sejam 
diretamente proporcionais à concentração do analito em amostras, numa dada faixa de 
concentração e é obtida por padronização interna ou externa, representada por uma 
expressão matemática usada para o cálculo da concentração do analito de uma amostra 
real. (DOQ- CGCRE-008, 2007) 
O estudo da linearidade pode ser efetuado através de um modelo estatístico, a partir de um 
conjunto de pares ordenados, calcula-se a função de calibração linear e a função de 
calibração não linear, bem como os respetivos desvios-padrão residuais, Sy/x e Sy2.  
A diferença das variâncias (DS
2
) é calculada pela equação seguinte:  
em que N é o número de padrões de calibração. 
 
Calcula-se o valor teste, PG: 
 
Compara-se este valor de PG com o valor tabelado da distribuição F de Snedecor/Fisher: 
• Se PG ≤ F: a função de calibração é linear;  
• Se PG > F: a função de calibração é não linear.  
No caso de PG > F, deve-se avaliar a possibilidade de reduzir a gama de trabalho.  
Também é possível fazê-lo através de uma representação gráfica da função juntamente 
com o cálculo e análise do coeficiente de correlação, que frequentemente é utilizado para 
indicar se a curva pode ser considerada como modelo matemático. O fato de este fator 
representar uma boa correlação, não indica a existência real de linearidade (Guia Relacre 
N.º13, 2000) 
              
           
  (Eq.3.5) 
   
   
   
  (Eq.3.6) 
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Bandas de dispersão e intervalos de confiança 
A precisão da estimativa da concentração da amostra depende do erro da medição da 
amostra e do intervalo de confiança da curva de calibração para o valor da concentração da 
amostra, que está relacionada com a incerteza associada aos valores estimados de a e b. 
A partir das expressões utilizadas para o cálculo de a e b é possível calcular-se as 
variâncias desses parâmetros e estimar   do “verdadeiro”  . 
 
Sendo: 
   – Valores individuais de concentração 
   – Valores individuais de sinal instrumental 
  – Média de valores de   (concentração dos padrões utilizados) 
  – Média de valores de   (sinal instrumental) 
 
 
Como   e b não estão correlacionados,   
  pode ser calculado como 
 
O parâmetro b também pode ser calculado como 
  
                
 
   
        
 
   
 (Eq.3.7) 
         (Eq.3.8) 
              (Eq.3.9) 
   
     
        
   
  (Eq.3.10) 
  
           
         
 (Eq.3.11) 
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Como    são constantes vem 
e   
  será 
ou 
Também se pode calcular 
Os intervalos de confiança de 95% podem ser determinados. 
    
  é a variância dos valores de   em relação à linha reta. Existem N-2 graus de liberdade, 
uma vez que foram utilizados 2 graus de liberdade para a determinação dos parâmetros da 
linha reta. 
    
  pode ser calculada utilizando a seguinte fórmula 
  
  
    
 
         
 (Eq.3.12) 
   
  
    
 
 
       
 
    
 
         
 (Eq.3.13) 
   





      
 
         
  (Eq.3.14) 
  





   
         
  (Eq.3.15) 
           
        (Eq.3.16) 
           
        (Eq.3.17) 
           
         (Eq.3.18) 
    
  
        
 
 
   
 
(Eq.3.19) 
          
     
  




                
 
   
            
 (Eq.3.20) 








Assim para   , os limites de confiança de 95% para o verdadeiro valor médio de   em um 
dado valor de   será 
 
Este é o intervalo de confiança da verdadeira linha de regressão, às vezes chamada de 
região de trabalho. As curvas são hipérboles. A banda de confiança em torno da curva de 
calibração depende da conceção experimental dos pontos de calibração ao longo do 
intervalo de calibração. Os termos mais importantes que afetam a largura da banda de 
confiança são       
  e        
 . Verifica-se através da equação que define   
 , que o 
valor previsto de   em    é um mínimo quando      , e    aumenta à medida que se 
afasta de  . Isto significa que quanto maior for a distância entre    e  , maior será o erro 
quando se obtém o valor médio de   em   a partir da linha de regressão. Os termos 
       
  dependem da distribuição da    em relação a  . Para os pontos extremos 
situados ao longo do eixo x possuem uma largura da banda menor mas uma estimativa de 
  mais precisa. Teoricamente, o erro mais pequeno verifica-se quando se obtém um 
número idêntico para valores altos e baixos de  , em ambos os extremos da gama de 
calibração, sendo este tipo de distribuição designado por "duas nuvens", conforme é visível 
na figura seguinte: 
          
     
  
     
 
 
         
          
 
  (Eq.3.21) 
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Figura 3.2 – Curva de calibração teoricamente com o menor erro 
(Barwick, 2003) 
 
No entanto, nesse caso, não é garantido que a linha reta descreve a relação verdadeira, uma 
vez que não existe indicação de que se tenha obtido uma falta de ajuste. No trabalho 
analítico, a correção do modelo linear nem sempre é evidente a priori e os pontos de 
calibração normalmente são uniformemente espaçados ao longo do intervalo de calibração. 
Para uma futura observação individual         , obtém-se  
 
Este intervalo de confiança é muitas vezes chamado a banda de dispersão. 
Conhecendo o intervalo de confiança em torno da linha de calibração também é possível o 
cálculo da banda de confiança em torno da concentração prevista    de uma amostra 
desconhecida. 
 
onde   é o número de medições repetidas    para a mesma amostra com concentração 
desconhecida   . A faixa de confiança em torno da concentração prevista também pode ser 
estimada graficamente. (Massart, Vandeginste, Deming, Michotte, & Kaufman, 1990) 
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3.2.2.2 Limiares analíticos 
Para a determinação dos limiares analíticos existem diversas abordagens, sendo que algumas se 
encontram recomendadas na bibliografia internacional e que se resumem de seguida. Estes 
deverão ser avaliados e atualizados sempre que o laboratório considere necessário ou em 
situações específicas como uma alteração de equipamento, mudança de instalações entre 
outros. 
Quando o traçado de uma curva de calibração é feito com escalas não lineares, como é o caso 
de gráficos semi-logarítmicos, os limiares analíticos deverão ser avaliados de forma diferente e 
caso a caso. 
 
Limite de deteção (LD) 
Em amostras com baixos níveis do analito ou de uma propriedade torna-se necessário 
conhecer qual o menor valor de concentração do analito ou da propriedade que o método 
consegue detetar, como por exemplo, análise de traços. O termo “limite de deteção” não é 
aceite universalmente, apesar de ser usado em alguns documentos setoriais. Em regra, o 
limite de deteção do equipamento (LDE) está definido como a concentração do analito que 
produz um sinal de três a cinco vezes a razão sinal/ruído do equipamento. O LD do método 
é definido como a concentração mínima de uma substância medida com 95% ou 99% de 
confiança de que a concentração do analito é maior que zero. A determinação do LD 
deverá ter em conta todos os tipos de amostras analisadas pelo laboratório, desde a água 
reagente (branco) até águas residuais, todas contendo o analito. O valor do LD poderá 
apresentar diferentes valores para um mesmo procedimento analítico em função do tipo da 
amostra a analisar. (DOQ- CGCRE-008, 2007; Guia Relacre N.º13, 2000) 
Em termos quantitativos o limite de deteção é obtido por:  
a) Caso geral  
 
 
           (Eq.3.25) 
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em que :  
-    é a média aritmética do teor medido de uma série de brancos ou padrões vestígio 
(entre 10 e 20 ensaios), preparados de forma independente e lidos ao longo de vários 
dias de trabalho, isto é, reproduzindo o mais possível a situação de rotina;  
- σ0 representa o desvio padrão associado a   .  
Se a lei de probabilidade de   é suficientemente conhecida e partindo do princípio que é 
gaussiana (distribuição normal de erros) então toma-se o valor de K ≅ 3,3 para um nível de 
confiança de cerca de 99,7%.  
Assim, 
 
b) Caso em que o método envolve a utilização de uma calibração linear 
Neste caso ter-se-á: 
 
em que:  
- Sy/x é o desvio padrão residual da curva de calibração (ver método dos mínimos 
quadrados)  
- b é o declive da mesma. 
Inicialmente, na validação de um método analítico é suficiente fornecer uma indicação do 




  ≅           (Eq.3.26) 
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Limite de quantificação (LQ) 
O LQ corresponde à concentração a partir da qual é possível quantificar o analito dentro 
dos limites de exatidão e precisão do método (erro relativo em relação ao padrão vestígio e 
coeficiente de variação, respetivamente). Em rotina corresponde normalmente ao padrão de 
calibração de menor concentração (excluindo o branco). A determinação do LQ poderá ser 
efetuada através da passagem, em condições de precisão intermédia, de uma série de 
padrões internos, cuja concentração é próxima ou igual ao LQ. Este valor, após ter sido 
determinado, deve ser testado para evidenciar se a exatidão e precisão são adequadas, isto 
porque quanto menor a for a concentração do LQ menos precisão teremos para valores 
próximos do mesmo. Em métodos onde se deseja mais precisão em torno do LQ deve-se 
optar por valores de concentração maiores. (DOQ- CGCRE-008, 2007; Guia Relacre N.º13, 
2000) 
Quantitativamente, o LQ é determinado por:  
a) Caso geral 
 
em que:  
-    é a média aritmética do teor medido de uma série de brancos (entre 10 e 20 
ensaios), preparados de forma independente e lidos ao longo de vários dias de 
trabalho, isto é, reproduzindo o mais possível a situação de rotina;  
-    representa o desvio padrão associado a   . 
 
b) Caso do padrão vestígio ou branco fortificado  
Tal como já foi referido anteriormente, para a estimativa do LQ recorre-se a um conjunto 
de padrões vestígio ou brancos fortificados, independentes, testados em condições de 
precisão intermédia, sujeitos a estudos de exatidão e precisão. Aceite-se como estimativa 
do LQ, a concentração utilizada, desde que os parâmetros antes citados revelem níveis 
aceitáveis, em regra valores cujo desvio é inferior a 10%. 
            (Eq.3.28) 
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c) Caso em que o método envolve a utilização de uma calibração linear 
em que :  
- Sy/x é o desvio padrão residual da curva de calibração  
- b é o declive da mesma.  
Este limite é utilizado frequente e preferencialmente nos relatórios de ensaio, devendo ser 
identificado e quantificado de forma clara. (Guia Relacre N.º13, 2000) 
 
3.2.2.3 Sensibilidade 
A sensibilidade de um método corresponde ao declive da curva de calibração que relaciona 
os resultados   obtidos com a concentração ou quantidade de componente   a determinar. 
Pode ser definida como o quociente entre o acréscimo do valor lido ΔL e a variação da 
concentração ΔC correspondente aquele acréscimo.  
 
A sensibilidade apresenta um valor constante ao longo de toda a gama de trabalho e igual 
ao declive dessa curva de calibração se essa for definida por um modelo linear. No caso de 
ser definida por uma função quadrática (polinómio de 2º grau do tipo y = c.x2+d.x+e), a 
sensibilidade será dada por y = 2.c.x+d nesse ponto de concentração, ou seja, a derivada do 
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3.2.3 Precisão 
A precisão é um termo geral que pretende avaliar a dispersão de resultados em redor de um 
valor médio, sendo o seu valor numérico determinado pelo desvio padrão relativo (DPR) 
ou também conhecido como coeficiente de variação (CV), conforme a expressão seguinte: 
Onde: 
s – Desvio padrão 
  – Valor médio do número total de medidas, N, sendo    cada uma das medidas 
individuais 
De forma a minimizar efeitos de matriz, o estudo da precisão deverá preferencialmente ser 
efetuado sobre amostras apesar de se pode efetuar entre ensaios independentes ou padrões, 
em condições definidas.  
A precisão pode ser avaliada em três medidas, designadas por repetibilidade, precisão 
intermédia e reprodutibilidade. (Ribani, Bottoli, Collins, Jardim, & Melo, 2004; Ribeiro, 
Ferreira, Morano, Silva, & Schneider, 2008) 
 
3.2.3.1 Repetibilidade  
A repetibilidade representa a precisão dos resultados dentro do próprio laboratório 
envolvendo ensaios efetuados sobre uma mesma amostra, em condições tão estáveis 
quanto possível, tais como o mesmo laboratório, o mesmo analista, o mesmo equipamento, 
o mesmo tipo de reagentes e em curtos intervalos de tempo.  
A repetibilidade pode ser determinada recorrendo a resultados de um ensaio 
interlaboratorial ou resultados do próprio laboratório. No primeiro caso, o número de 
    
     
  
 (Eq.3.31) 
   
      
 
   
 









   
 (Eq.3.33) 
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medições será     para cada valor de concentração enquanto para o segundo caso 
teremos      sobre uma mesma amostra ou padrões, em condições de repetibilidade. 
Nestas condições facilmente se determina o limite de repetibilidade (r) valor abaixo do 
qual se deve situar a amplitude em módulo de duas determinações, isto é,            . 
(DOQ- CGCRE-008, 2007; Guia Relacre N.º13, 2000) 





  – Variância de repetibilidade dos resultados considerados de cada laboratório 
   
  – Variância dos resultados considerados de cada laboratório 
        – Graus de liberdade da série de análises 
p – número de laboratórios participantes 
Se considerarmos um nível de confiança de 95% o limite de repetibilidade é dado por: 
 
Também a partir dos dados obtidos é possível determinar o Coeficiente de Variação de 
Repetibilidade (CVr) por divisão do desvio padrão de repetibilidade pela média dos valores 
considerados (Guia Relacre N.º13, 2000) 
 
 
          (Eq.3.34) 
  
  
             
      
        
 
   
 (Eq.3.35) 
                       (Eq.3.36) 
    
  
  
     (Eq.3.37) 
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3.2.3.2 Precisão intermédia 
A precisão intermédia é realizada tendo em conta a mesma amostra, amostras idênticas ou 
padrões, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratório ou em laboratórios diferentes. 
Este parâmetro permite avaliar o impacto das alterações que poderão ocorrer no dia-a-dia 
do laboratório, tais como, a realização do ensaio por diferentes analistas, em diferentes 
equipamentos, diferentes épocas e avaliar o efeito com/sem verificação da calibração. A 
avaliação da precisão intermédia deve-se variar um fator apenas para se efetuar o estudo 
evitando a variação de mais do que um fator em simultâneo. (Ribani, Bottoli, Collins, 
Jardim, & Melo, 2004) 
A precisão intermédia é o parâmetro que permite uma representação mais significativa da 
variabilidade dos resultados num laboratório e em regra para a sua determinação são 
realizadas N medições em replicado, duplicado ou em ensaio único, sobre a amostra, nas 
condições pré-definidas para posterior tratamento da forma que o laboratório achar mais 
adequada, que irá depender do ensaio e do tipo de aplicação do estudo da precisão 
intermédia.  
As formas mais usuais de determinar e controlar a precisão intermédia são:  
• Cartas de Controlo de Amplitudes, que poderão ser aplicadas, entre outras, para 
réplicas, para duplicados de amostra e para padrões estáveis ao longo do tempo, 
segundo a ISO 5725-6 e a ISO 8258; 
• Por cálculo do desvio padrão de precisão intermédia, de acordo com a ISO 5725-3. 
Neste caso, a determinação da precisão intermédia é feita através da recolha de n 




        
 
      
           
 
   
 
   
 (Eq.3.38) 
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Sendo: 
       – desvio padrão de precisão intermédia (onde os símbolos relativos às 
condições intermédias de precisão podem aparecer entre parêntesis); 
n – nº de amostras ensaiadas; 
m – nº ensaios efetuados por amostra; 
j – nº da amostra (que vai de 1 a n amostras); 
k – nº do resultado obtido para a amostra j (que vai de 1 a N); 
    – resultado individual (k) para a amostra j de 1 a n; 
   – representa a média aritmética dos resultados da amostra j de 1 a n. 
(DOQ- CGCRE-008, 2007; Guia Relacre N.º13, 2000) 
 
3.2.3.3 Reprodutibilidade 
O objetivo da reprodutibilidade é verificar a homogeneidade de resultados quando uma 
mesma amostra é realizada por um mesmo método mas variando as condições de medição. 
A sua determinação é obtida pela realização de ensaios interlaboratoriais (EIL), onde 
vários fatores podem influenciar este parâmetro de desempenho, incluindo diferenças de 
temperatura ambiente e humidade, equipamento com características diferentes, reagentes 
de diferentes fornecedores ou diferentes lotes e operadores com diferentes experiências e 
rigor. ( (Huber, 2010) 
 
3.2.4 Exatidão 
Este parâmetro pode ser determinado através de Materiais de Referência Certificados (MRC), 
Ensaios Interlaboratoriais (EIL) ou através de Testes comparativos, processos de avaliação 
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3.2.5 Robustez 
A robustez de um método de ensaio permite avaliar a capacidade que esse possui quando 
sujeito a pequenas variações (por exemplo, de temperatura, concentração do analito, ou 
outros) que possam ocorrer quando está a ser executado, sem que a sua exatidão e precisão 
sejam afetadas, logo quanto maior for a robustez de um método, maior será a sua precisão. 
Este parâmetro só poderá ser avaliado numa fase final da validação do método. 
O teste de Youden é um teste simples que permite não só avaliar a robustez do método, 
assim como o tipo influência (por excesso ou por defeito) de cada uma das variações nos 
resultados finais. Para a realização deste teste são necessários ensaios em replicado sobre 
uma amostra (normalmente até oito, pois acima deste número a análise da robustez torna-
se difícil), realizados segundo um plano de controlo de fatores (até um máximo de sete), 
suscetíveis de influenciarem o processo. (Guia Relacre N.º13, 2000; Ribani, Bottoli, 
Collins, Jardim, & Melo, 2004) 
 
3.3 Avaliação direta 
A avaliação direta consiste em estudos comparativos entre os resultados obtidos pelo 
método do laboratório e outros métodos pré-estabelecidos. Através da avaliação direta é 
possível determinar a exatidão de um determinado método de ensaio. 
A exatidão representa a proximidade entre o valor medido e o valor de referência aceite 
como verdadeiro e relacionam-se com o erro absoluto de uma medida, implicando uma 
combinação de componentes de erros aleatórios e componentes de erros sistemáticos. 
(Ribani, Bottoli, Collins, Jardim, & Melo, 2004) 
Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatidão de uma metodologia são, 
entre outros, os seguintes:  
• Materiais de Referência Certificados;  
• Ensaios Interlaboratoriais;  
• Comparação de métodos.  
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3.3.1 Materiais de Referência Certificados (MRC) 
Os MRC são uma ferramenta importante na validação de um método e sempre que 
possível, o laboratório deverá utilizá-los. Estes materiais possuem um valor de 
concentração (ou outra grandeza) para cada parâmetro e uma incerteza associada, sendo 
que, em alguns casos como nos MRC multi-componente, podem não apresentar valor de 
incerteza, e são sempre acompanhados do respetivo certificado. Os MRC são fornecidos 
por um organismo reconhecido e credível, como exemplo:  
• IRMM – Institute for Reference Materials and Measurements;  
• NIST - National Institute of Standards and Technology;  
• US Geological Survey dos Estados Unidos da América;  
• US Environmental Protection Agency dos Estados Unidos da América;  
• National Research Council do Canadá;  
• Agência Internacional de Energia Atómica. (Ribani et al., 2004) 
Para avaliar a exatidão entre os valores obtidos na análise de um MRC e o valor 
apresentado no certificado, o laboratório pode recorrer a vários critérios tais como o erro 
relativo, teste de hipóteses, z-Score ou o erro normalizado. No caso do valor obtido não se 
encontrar dentro do intervalo de incerteza indicado no certificado, o laboratório deve 
efetuar um plano de ações corretivas por forma a detetar as causas desse desvio e tentar 
eliminá-las ou aceitá-las. (DOQ- CGCRE-008, 2007; Guia Relacre N.º13, 2000) 
 
3.3.2 Ensaios Interlaboratoriais (EIL) 
Outra forma de avaliar a exatidão de um método é através dos EIL, que são diferentes de 
acordo com o objetivo a que se destinam.  
- Ensaio Interlaboratorial de Aptidão ou Competência que se destina a avaliar o 
desempenho dos laboratórios participantes, deve estar rastreado a um MRC e os 
laboratórios são livres para utilizarem o método que entenderem por forma a evidenciar a 
exatidão e precisão dos seus resultados. Em muitos casos este tipo de EIL é uma condição 
imposta para a acreditação do laboratório; 
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- Ensaio Interlaboratorial de Normalização é apenas permitida a utilização exclusiva de um 
método, sendo este tipo de EIL adequados para estudos de reprodutibilidade e 
repetibilidade do mesmo, demonstrando em simultâneo que tem uma precisão compatível 
com a de outros laboratórios; 
 
- Ensaio Interlaboratorial Comparativo é permitido a utilização de mais do que um método 
de ensaio, mas executados por um mesmo protocolo para comparação de resultados; 
 
- Ensaio Interlaboratorial de Consenso ou Conformidade visa a determinação de 
propriedades de um ou mais materiais por vários laboratórios, que futuramente poderão ser 
utilizados em EIL ou para controlo de qualidade; 
 
- Ensaio Interlaboratorial de Certificação vários laboratórios realizam ensaios a um 
material candidato a MRC, por métodos adequados, por forma a estabelecer valores 
certificados e respetivas incertezas para as caraterísticas do material ensaiado. 
Após uma análise cuidada dos resultados obtidos pelo laboratório nos EIL é possível a 
realização de um plano de ações corretivas, por forma a manter ou melhorar o desempenho 
do laboratório. (Guia Relacre N.º 7, 1996; Guia Relacre N.º13, 2000) 
 
3.3.3 Comparação de métodos 
A comparação de métodos permite avaliar a proximidade entre os resultados obtidos pelo 
método em desenvolvimento e os resultados obtidos a partir de um método tomado como 
referência A comparação baseia-se na realização de ensaios em replicado, utilizando os 
dois métodos de ensaio, em separado sobre as mesmas amostras, considerando apenas uma 
gama restrita de concentrações ou em toda gama em que se pretende validar o método. 
(Ribani, Bottoli, Collins, Jardim, & Melo, 2004) 
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A exatidão entre os dois métodos pode ser determinada de várias formas. As apresentadas 
de seguida encontram-se disponíveis no software como a folha de cálculo “Microsoft Excel” 
que permite o seu cálculo facilmente: 
• Teste de hipótese: teste t das médias; 
• Teste de hipótese: teste t das diferenças (amostras emparelhadas); 
• Teste da regressão linear entre dois métodos. (Guia Relacre N.º13, 2000) 
 
3.4 Incerteza 
Todos os estudos realizados ao longo do processo de validação do método produzem dados 
que podem ser aplicados na estimativa da incerteza da medição associada aos resultados do 
método em rotina. Na realidade um resultado pode estar afetado por várias fontes de 
incerteza, por exemplo, amostragem, condições de armazenamento, efeitos instrumentais, 
pureza dos reagentes, estequiometria pressuposta, condições de medição efeitos da 
amostra, correções do branco, efeitos do operador, entre outros. (EURACHEM/CITAC, 
2012) 
Existem guias e normas (OGC007 da Relacre, JCGM 100:2008, Guia Eurachem e outros) 
que descrevem as várias formas de quantificar a incerteza da medição. As abordagens mais 
usuais são: 
• Abordagem “passo a passo”, “componente a componente”, subanalítica ou, na 
língua inglesa, abordagem “bottom-up”; 
• Abordagem baseada em informação interlaboratorial ou supralaboratorial; 
• Abordagem baseada em dados da validação e/ou controlo da qualidade do método 
analítico recolhidos em ambiente intralaboratorial ou supra-analítica. 
Qualquer uma destas abordagens é válida, ou até outras, desde que demonstrem que são 
tecnicamente válidas e aplicáveis aos métodos em estudo. A escolha da mesma terá de ter 
em conta a informação e recursos disponíveis, bem como da dimensão necessária da 
estimativa da incerteza tendo em conta o objetivo do ensaio.  
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3.4.1 Abordagem “passo a passo” 
Este tipo de metodologia divide-se nas seguintes etapas a aplicar sequencialmente: 
• Especificar a mensuranda e identificar as possíveis fontes de incerteza; 
• Quantificar as variáveis de entrada; 
• Quantificar a incerteza padrão associada a todas as fontes de incerteza 
identificadas; 
• Identificar e quantificar correlações entre variáveis; 
• Calcular o resultado da mensuranda em função das variáveis de entrada; 
• Calcular a incerteza combinada; 
• Calcular a incerteza expandida; 
• Expressar o resultado com incerteza expandida. 
Neste tipo de abordagem deve-se ter em conta várias operações com incerteza associada, 
tais como, a pesagem, medição de um volume, diluição de uma solução, medições físicas, 
métodos de ensaio de leitura direta em equipamentos ou resultados obtidos por métodos 
instrumentais de análise. 
 
3.4.2 Abordagem baseada em informação interlaboratorial ou supralaboratorial 
Recorrendo aos resultados de EIL é possível estimar a incerteza associada aos resultados 
reportados ao laboratório. A aplicação desta abordagem pode ser dividida nas etapas 
descritas para a aplicação da abordagem “passo a passo”. Por vezes não é necessária a 
combinação dos resultados obtidos nos EIL com outras fontes de incerteza e, portanto, 
existem etapas que são substituídas pela quantificação da incerteza padrão estimada com 
base nos dados desses ensaios, como é o caso da etapa em que se quantifica a incerteza 
padrão associada a todas as fontes de incerteza identificadas, a etapa de identificação e 
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Existem três formas de efetuar esta abordagem: 
• Através do desvio padrão de reprodutibilidade do método analítico, previamente 
definido em norma de ensaio, ou obtido através de ensaio interlaboratorial; 
• Recorrendo ao desvio padrão de resultados de participantes em ensaio 
interlaboratorial multi-métodos; 
• Utilizando a dispersão das diferenças entre valores de referência e resultados do 
laboratório, em ensaios interlaboratoriais. 
 
3.4.3 Abordagem baseada em dados da validação e/ou controlo da qualidade do 
método analítico 
Esta abordagem consiste na combinação das incertezas associadas à precisão e exatidão do 
método, com recurso a dados de validação e/ou do controlo interno da qualidade do 
método estimados em ambiente intralaboratorial. 
Aplica uma expressão multiplicativa, em que as componentes de incerteza são combinadas 
como componentes independentes. Em caso particulares, como componentes de uma 
expressão aditiva dependendo do facto de se considerar numa gama variada ou estreita de 
concentrações, respetivamente. 
Tal como as anteriores, também a esta abordagem pode ser aplicada as etapas existentes na 
abordagem “passo a passo”, em que a fontes de incerteza individuais são as associadas à 
precisão, exatidão e às fontes de incerteza mantidas constantes na sequência do estudo da 
precisão e exatidão do método, sendo que estas últimas normalmente são desprezáveis. 
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Um método de ensaio quando é implementado deverá ser descrito e caraterizado 
documentalmente o mais detalhado possível, de modo que qualquer pessoa com preparação 
adequada o possa executar. A descrição e caraterização do método deverão seguir os 
referenciais normativos existentes, sendo que o Laboratório seguiu, para o método MBAS 
em estudo, o procedimento descrito no SMEWW enquadrado com a norma NP EN 
ISO/IEC 17025 pela qual se encontra acreditado. 
No âmbito do desenvolvimento desta tese revelou-se necessário a introdução de algumas 
modificações para uma melhor compreensão e objetividade da técnica existente (Anexo 6) 
originando numa nova técnica (Anexo 7). Essas modificações ficam como sugestão ao 
laboratório e resumem-se de seguida: 
- Uma modificação que se revelou necessária foi a introdução de um índice para uma 
localização mais facilitada dos pontos de interesse; 
- Umas das inovações sugeridas é a numeração dos elementos descritivos do método, tal 
como as normas, guias ou qualquer documento de carácter orientativo é numerado de 
forma a facilitar a identificação dos mesmos; 
- Um fator que também foi tido em conta foi a escrita da técnica, que foi feita de forma 
clara, simples e objetiva para o técnico que executa o ensaio ou qualquer pessoa que a 
necessite de consultar; 
- A segurança dos técnicos é uma das prioridades em qualquer laboratório, para tal foi 
adicionado um elemento descritivo com a identificação dos perigos dos reagentes 
manuseados na preparação e durante o ensaio. A identificação foi efetuada de acordo com 
o Regulamento (CE) 1272/2008 [EU-GHS/CLP]; 
- De igual importância, o EPI obrigatório e facultativo foi acrescentado no novo 
procedimento de análise, para que qualquer técnico esteja sensibilizado para os eventuais 
perigos a que possa estar sujeito; 
- Outra inovação introduzida foi a escrita do documento contemplando uma margem com 
anotações importantes ou de caráter informativo para quem o consulta. 
Com estas alterações pretende-se uma melhor ligação entre a execução da técnica e a sua 
validação segundo os normativos vigentes. 
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Para uma melhor compreensão dos campos existentes, a figura seguinte ilustra uma página 




Figura 4.1 – Página de exemplificação da construção do novo procedimento de análise 
Indicação do número da 
página atual/total de páginas Símbolo do Laboratório 
Indicação do nome da análise 
descrita no procedimento 
Indicação da 












Data em que o 
documento 
entra em vigor 
Indicação de 
quem elaborou o 
documento 
Indicação de quem aprovou o documento 




Trabalho Final Mestrado – Andreia Pires ISEL, 2013  
 
A utilização desta técnica permite a obtenção de resultados para diferentes amostras 
analisadas no Laboratório provenientes de clientes internos (outras divisões/departamentos 
dos SMAS de Sintra) e clientes externos. Em qualquer um dos casos, o resultado é enviado 
aos mesmos num relatório de ensaio (Anexo 8), onde para além dos dados do cliente 
também os dados referentes à amostra (tipo de amostra, data da colheita, tipo de 
amostragem e outros) se encontram indicados. No relatório existe a indicação do resultado, 
as unidades em que são expressos e também os valores limites (Valor Máximo Admissível 
e Valor Máximo Recomendado) que permitem avaliar se a amostra cumpre ou não a 
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5.1 Validação indireta 
Para a implementação da determinação de surfatantes aniónicos pelo método MBAS, o 
Laboratório efetuou alguma pesquisa bibliográfica inicial que permitiu o desenvolvimento 
do procedimento de análise, como já foi visto anteriormente, e avaliou a sua capacidade 
para a respetiva implementação.  
Para tal utilizou-se um espectrofotómetro UV-Vis de feixe duplo Thermo Scientific 
Evolution 300, cujo princípio de funcionamento se baseia em passar um feixe de luz 
através da amostra e medir a intensidade da luz que chega ao detetor por comparação com 
uma solução de referência, que no caso deste trabalho é o clorofórmio. Para o correto 
manuseamento do equipamento, realização da análise e para guardar os respetivos dados 
da mesma existe um procedimento auxiliar interno do Laboratório de Águas do SMAS, 
Sintra (PAFQ19, Ed01Rev00 - Instruções de funcionamento espectrofotómetro) que se 
apresenta no Anexo 12. 
Associado ao espetrofotómetro existe um programa informático VisionPro, no qual foram 
definidos vários parâmetros que permitiram a realização da análise, sendo um deles o 
comprimento de onda que, apesar de se encontrar definido em bibliografia de referência foi 
confirmado o valor de 652 nm ao efetuar um varrimento. (Anexo 9) 
O Laboratório efetuou diversos ensaios que permitiram a obtenção dos vários parâmetros 
necessários, referidos na parte introdutória deste trabalho, para validação do mesmo. Com 
base na determinação desses parâmetros foi possível estabelecer os seus respetivos 
critérios de aceitação para o futuro trabalho de rotina. Ao longo de alguns meses foram 
construídas curvas de calibração diárias, diversas amostras com diferentes matrizes 
(residuais, industriais, consumo, EIL), algumas em duplicado, padrões de controlo e 
ensaios de recuperação também foram analisados. Para a fase de validação, os dados 
necessários foram obtidos considerando a curva de calibração da figura 5.1 cujo declive é 
de 0,00321 e a sua ordenada na origem é de 0,00283. 
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Figura 5.1 – Curva de calibração utilizada na validação do método absorvância vs concentração 
 
 
5.1.1 Especificidade e seletividade 
Por forma a avaliar a especificidade e seletividade do método a implementar, durante a 
fase de validação foram realizados alguns ensaios de recuperação preparados de acordo 
com a técnica definida pelo laboratório (Anexo 6): numa ampola de decantação de 500 mL 
coloca-se 100 mL de amostra (com ou sem diluição), à qual se adiciona o volume de 
padrão de controlo necessário para se obter a concentração desejada, normalmente 10 mL 
da solução de 10 mg/L de LAS para se obter um valor de concentração de 100 μg MBAS. 
Os resultados obtidos estão apresentados na tabela 5.1 e da sua análise podemos afirmar 
que se trata de um método específico e seletivo uma vez que os valores dos ensaios de 
recuperação se aproximam dos 100% como é desejado. 
 
 
y = 0,00321x + 0,00283 
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08-03-2012 84,688 100 10 1 94,187 95,0 
21-05-2013 24,649 100 10 1 34,355 97,1 
14-06-2013 16,452 100 50 5 69,041 105,2 
14-06-2013 13,149 100 50 5 63,586 100,9 
14-06-2013 21,2275 100 50 5 68,598 94,7 
18-06-2013 17,143 100 100 10 115,210 98,1 
05-07-2013 15,3635 100 100 10 116,505 101,1 
24-09-2013 85,3365 100 100 10 168,258 91,5 
27-09-2013 48,3495 100 100 10 140,301 92,0 
22-10-2013 13,840 100 100 10 110,489 96,6 
22-10-2013 13,090 100 100 10 113,217 101,4 
 
A fórmula que permitiu determinar as taxas de recuperação foi a seguinte: 
 
Onde, 
    é a concentração obtida no ensaio de recuperação; 
         é a concentração referente à contribuição da amostra no ensaio de recuperação. É 
dada pela concentração da amostra, que é obtida diretamente do ensaio realizado sobre a 
mesma, a multiplicar pelo seu fator de diluição que é obtido pela divisão do volume de 
amostra utilizado no ensaio de recuperação (           ) pelo volume total do mesmo 
(      ). Isto é: 
              
            
       
     (Eq.5.1) 
                           
           
      
 (Eq.5.2) 
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        é a concentração refente à contribuição teórica do padrão no ensaio de 
recuperação. É dada pela concentração teórica do padrão a multiplicar pelo seu fator de 
diluição que é obtido pela divisão do volume de padrão utilizado no ensaio de recuperação 
(          ) pelo volume total do mesmo (      ). Isto é: 
 
5.1.2 Quantificação 
5.1.2.1 Curvas de calibração 
Gama de trabalho 
A gama de trabalho foi analisada, apesar de estar definida na referência bibliográfica 
reconhecida SMEWW (Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater) 
que refere que o método apresenta linearidade de 10 a 200 μg de MBAS. 
Para tal foi analisada a estabilidade da gama de trabalho em condições de repetibilidade 
(leitura de pelo menos 10 padrões com as concentrações de 10 e 200 μg MBAS mesmo 
dia) e de reprodutibilidade (leitura dos padrões com as concentrações de 10 e 200 μg 
MBAS em diferentes dias). Os resultados obtidos são apresentados nas tabelas 5.2 e 5.5. 
Tabela 5.2 – Estabilidade da gama de trabalho em condições de repetibilidade 
Padrão 10 μg 
Absorvância 














                          
          
      
 (Eq.5.3) 
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Para verificar a estabilidade da gama de trabalho em condições de repetibilidade 
determinou-se a média, o desvio-padrão, a variância e o respetivo coeficiente de variação 
cuja fórmula se apresenta na equação 5.4: 
Através da utilização de software, como a folha de cálculo “Microsoft Excel” que permitiu o 
seu cálculo de forma fácil. 
Tabela 5.3 – Valores médios, desvio padrão, variância e coeficiente de variação dos padrões extremos em 
condições de repetibilidade  
 Padrão 10 μg Padrão 200 μg 
Média 0,035 0,667 
Desvio Padrão 0,001 0,008 
Variância 8,602x10
-7 5,735x10-5 
CV (%) 2,679 1,136 
 
Também para os mesmos valores foi efetuado o teste de homogeneidade de variâncias 
recorrendo novamente à folha de cálculo “Microsoft Excel”, através das ferramentas 
disponíveis (“Dados - Análise Dados – Teste F: duas amostras para variâncias”). Os resultados 
obtidos apresentam-se na tabela seguinte: 
Tabela 5.4 – Resultado do Teste F: duas amostras para variâncias 
 
Padrão 10 μg Padrão 200 μg 
Média 0,034625 0,666954545 
Variância 8,60227E-07 5,73547E-05 
Observações 12 11 
Gl 11 10 
F 0,014998367 
 
P (F <= f ) uni-caudal 2,22695E-08 
 
Fcrítico uni-caudal 0,350431486  
 
Deste teste pode-se concluir que a gama de trabalho está bem ajustada pois F < FCrítico e os 
padrões extremos apresentam CV inferiores a 10%. 
      
     
             
     (Eq.5.4) 
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Tabela 5.5 – Estabilidade da gama de trabalho em condições de reprodutibilidade 
Data 
Padrão 10 μg 
Concentração 
Padrão 200 μg 
Concentração 
01-02-2013 9,994 ------- 
08-03-2013 9,865 205,184 
15-03-2013 11,015 199,763 
16-04-2013 9,648 214,342 
17-05-2013 ------- 202,148 
21-05-2013 9,096 198,955 
14-06-2013 8,864 195,125 
18-06-2013 10,437 201,993 
 
Para a análise da estabilidade da gama de trabalho em condições de reprodutibilidade foi 
calculada a média, o desvio-padrão, o coeficiente de variação e do erro relativo (Er) dos 
valores obtidos para os padrões extremos (10 e 200 μg MBAS) em diferentes dias, 
conforme a tabela seguinte: 
Tabela 5.6 – Valores da média, desvio padrão, variância e coeficiente de variação dos padrões extremos em 
condições de reprodutibilidade 
 Padrão 10 μg Padrão 200 μg 
Média 9,846 202,501 
Desvio Padrão 0,742 6,086 
CV (%) 7,538 3,006 
Er (%) 1,545 1,251 
 
O erro relativo em percentagem foi determinado de acordo com a equação 
 
Em termos de reprodutibilidade, a gama também se encontra bem ajustada uma vez que os 
padrões extremos da curva, 10 e 200 μg apresentam CV inferiores a 10%. 
       
                                
             
     (Eq.5.5) 
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Linearidade 
Para avaliar a linearidade recorreu-se ao modelo estatístico para determinar as equações 
das curvas de calibração considerando um ajuste de 1ª ordem (ou linear) e um ajuste de 2ª 
ordem. Para tal utilizou-se folha de cálculo, onde foram introduzidos os valores de 
concentração e das absorvâncias que permitiram a construção da curva de calibração com 
ajuste linear. Com as concentrações ao quadrado e os valores de absorvância construiu-se a 
curva de calibração com ajuste de 2ª ordem (Anexo 10). 
A partir desses dados e com a ferramenta “Dados – Análise de Dados – Regressão” foi 
possível obter os valores dos parâmetros característicos das curvas, assim como os 
respetivos desvios-padrão residuais,      de 0,00332 e     de 0,00367. Recorrendo à 
equação 3.5 referida na parte introdutória deste trabalho, considerando    , calculou-se 
a diferença de variâncias (   ) e obter o valor teste PG. Esse valor foi comparado com o 
valor tabelado da distribuição F (1; N-3; 99%) de Snedecor/Fisher para N-1 graus de 
liberdade, e que sendo menor que o valor tabelado, indica que a curva de calibração obtida 
apresenta linearidade na gama de trabalho considerada. 
Também se pode observar o coeficiente de correlação da curva de calibração, que 
geralmente é aconselhável que apresente valores superiores a 0,995. A curva de calibração 
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Bandas de dispersão e intervalos de confiança 
Conforme descrito na parte introdutória deste trabalho foram calculadas as bandas de 
dispersão e intervalos de confiança para a curva de calibração considerada, e que 
graficamente se apresentam conforme a figura seguinte. 
 
Figura 5.2 – Curva de calibração com bandas de dispersão e intervalos de confiança 
 
Com a determinação das bandas de dispersão e dos intervalos de confiança, a expressão 
que define a curva de calibração do tipo        toma outra forma permitindo estimar 
o valor de concentração a partir de um valor de absorvância de uma determinada amostra, 
com um certo grau de incerteza associado. 
Assim, teremos:  
                                          
y = 0,0032x + 0,0028 



















Pontos experimentais Intervalo confiança inferior 
Intervalo confiança superior Banda dispersão inferior 
Banda dispersão superior Linear (Pontos experimentais) 
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Como se pode verificar na figura 5.2, as bandas de dispersão são estreitas assim como o 
intervalo de confiança, o que permite a afirmar que se trata de um método preciso.  
 
5.1.2.2 Limiares analíticos 
Para o método em causa, a determinação do LD não é aplicável e portanto, apenas se 
procedeu à determinação do LQ. Para efetuar a determinação do mesmo, foi efetuado um 
levantamento dos valores de brancos preparados de forma independente e lidos ao longo de 
vários dias de trabalho, de forma a reproduzir o mais possível a situação de rotina. Esses 
valores estão apresentados na tabela seguinte: 
Tabela 5.7 – Valores dos brancos em unidades de absorvância e de concentração 
Data Branco (abs) Branco (μg) 
30-11-2012 0,0062 0,618 
08-03-2013 0,0168 2,756 
09-04-2013 0,0073 -0,223 
09-04-2013 0,0085 0,154 
17-05-2013 0,0032 -0,475 
17-05-2013 0,0072 0,718 
21-05-2013 0,0180 3,938 
21-05-2013 0,0196 4,416 
 
Sabendo que o valor do desvio-padrão residual na curva de calibração utilizada é de 0,0033 
e o valor de b é 0,0028 (valores determinados anteriormente) foram calculados também os 
valores médios e desvio-padrão para os brancos conforme a tabela seguinte: 
Tabela 5.8 – Parâmetros necessários à determinação dos limiares analíticos 
Ordenada na origem 0,0028 
Média 1,4878 
Desvio-padrão 1,9307 
Desvio-padrão residual 0,0033 
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As determinações do LQ só são possíveis segundo as equações 3.28 e 3.29 referidas na 
introdução teórica, uma vez que o ponto b) envolve a realização de mais ensaios para se 
poder determinar o LQ dessa forma. Assim substituindo valores vem: 
 
                            
   
           
      
         
 
Analisando os valores obtidos pelas duas diferentes formas verifica-se que apresentam um 
grande desvio entre si. Atendendo que a literatura sugere que os laboratórios deverão 
considerar o primeiro padrão da curva de calibração quantificável como o LQ do método, o 
laboratório determinou que neste caso corresponderia a 10 μg, valor que se aproxima do 
caso da alínea c) e que apresentou resultados aceitáveis nos estudos efetuados (tabela 5.9) e 
também em trabalho de rotina (tabela 5.10). 
 
Tabela 5.9 – Estudo do LQ em condições de repetibilidade 
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Tabela 5.10 – Valores de LQ obtido em situação de rotina 
















Tal como foi visto anteriormente, a curva de calibração é definida por um modelo linear, 
logo a sensibilidade será constante ao longo de toda a gama de trabalho e igual ao declive 
dessa curva de calibração. As curvas construídas diariamente permitiram obter os seguintes 
declives apresentados na tabela seguinte: 












Como se pode observar, o valor do declive mantém-se estável ao longo do tempo, o que 
também permitiu com os dados obtidos durante a fase de validação determinar uma maior 
periodicidade para a construção das curvas de calibração. 








Para avaliar a repetibilidade do método procedeu-se à leitura de três padrões de LAS, nas 
concentrações de 10, 100 e 200 μg, num mínimo de 11 medições. 
 
Tabela 5.12 – Leitura de padrões de LAS nas concentrações de 10, 100 e 200 μg em condições de 
repetibilidade 
P10 P100 P200 
9,374 97,835 194,966 
9,187 94,220 200,765 
9,237 96,526 197,534 
8,806 95,396 197,130 
9,014 99,275 193,731 
8,489 96,801 195,786 
8,675 97,475 197,454 
8,675 94,170 196,938 
8,875 99,430 197,158 
8,787 94,854 200,202 
9,037 96,936 200,482 
8,572 101,566 
 
Com os resultados obtidos determinou-se a média, desvio padrão, o coeficiente de variação 
e o limite de repetibilidade de cada um considerando um intervalo de confiança de 95%. 
 
Tabela 5.13 – Valores médios, desvio padrão e coeficiente de variação dos padrões de 10, 100 e 200 μg em 
LAS em condições de repetibilidade 
 
P10 P100 P200 
Média 8,894 95,040 197,468 
Desvio Padrão 0,278 2,257 2,258 
CV (%) 3,129 2,325 1,143 
Limite de repetibilidade 0,771 6,255 6,258 
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5.1.3.2 Reprodutibilidade 
Apesar do pouco histórico de EIL do método de MBAS do Laboratório, este permitiram 
determinar um valor aproximado de reprodutibilidade e que deverá ser revisto 
posteriormente. Para tal procedeu-se ao levantamento dos valores do desvio padrão para 
cada EIL em que o Laboratório participou e a partir desses efetuou-se o cálculo do limite 
de reprodutibilidade (R) de acordo com a expressão           
 , onde    
  corresponde 
ao desvio padrão de reprodutibilidade associado aos resultados de cada laboratório e 
considerando um intervalo de confiança de 95%. Na tabela seguinte apresenta-se os vários 
valores de reprodutibilidade obtidos em cada EIL. 
 
Tabela 5.14 – Valores de desvio padrão e limites de reprodutibilidade obtidos nos EIL 
Data     R 
14-12-2012 6,58 18,424 
01-02-2013 18,67 52,276 
08-03-2013 3,87 10,836 
18-06-2013 1,53 4,284 
 
 
5.1.3.3 Precisão intermédia 
O Laboratório ainda não apresentou valor de precisão intermédia, mas com os resultados 
de amostras realizadas em duplicado na fase de validação é possível fazê-lo, optando-se 
por recorrer à fórmula 3.38 referida na parte introdutória desta tese, em que o número de 
amostras ensaiadas (n) é de 23, o número de ensaios efetuados por amostra (N) é 2, a 
quantidade de amostras (j) toma os valores de 1 a 23, o resultado individual de cada 
amostra (   ) e    representa a média aritmética dos resultados da amostra. 
Na tabela seguinte apresenta-se um resumo dos resultados obtidos: 
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Tabela 5.15 – Valores de duplicados e respetivo tratamento para cálculo da precisão intermédia 
Data               
        
           
 
 
   
 
14-12-2012 24,179 24,43 24,3045 0,016 0,016 0,032 
14-12-2012 131,14 131,043 131,0915 0,002 0,002 0,005 
22-02-2013 23,008 23,274 23,141 0,018 0,018 0,035 
08-03-2013 83,78 85,596 84,688 0,824 0,824 1,649 
09-04-2013 15,035 14,53 14,7825 0,064 0,064 0,128 
09-04-2013 80,552 76,324 78,438 4,469 4,469 8,938 
09-04-2013 208,003 211,58 209,7915 3,199 3,199 6,397 
21-05-2013 11,675 13,306 12,4905 0,665 0,665 1,330 
21-05-2013 24,069 25,559 24,814 0,555 0,555 1,110 
21-05-2013 20,29 21,766 21,028 0,545 0,545 1,089 
14-06-2013 17,127 15,777 16,452 0,456 0,456 0,911 
14-06-2013 13,518 12,78 13,149 0,136 0,136 0,272 
14-06-2013 20,223 22,232 21,2275 1,009 1,009 2,018 
18-06-2013 17,538 16,748 17,143 0,156 0,156 0,312 
05-07-2013 15,814 14,913 15,3635 0,203 0,203 0,406 
10-09-2013 138,456 138,276 138,366 0,008 0,008 0,016 
13-09-2013 208,562 205,734 207,148 1,999 1,999 3,999 
24-09-2013 99,247 94,975 97,111 4,562 4,562 9,125 
24-09-2013 83,631 87,042 85,3365 2,909 2,909 5,817 
27-09-2013 48,945 47,754 48,3495 0,355 0,355 0,709 
15-10-2013 25,209 24,818 25,0135 0,038 0,038 0,076 
22-10-2013 14,306 13,374 13,84 0,217 0,217 0,434 
22-10-2013 12,518 13,662 13,09 0,327 0,327 0,654 
 
Somando todos os valores da coluna          
  
    estamos em condições de aplicar a 
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5.1.4 Robustez  
A robustez é um parâmetro que não é possível a sua determinação devido aos poucos 
valores existentes. Só após a correta implementação do método e em situação de rotina 
será possível a variabilidade de situações que permitem avaliar a robustez do método, ou 
seja será possível sujeitar o método a pequenas variações que permitem avaliar de que 
forma o método responde, se afeta ou não a sua exatidão e precisão. 
 
5.2 Validação direta: Exatidão 
A exatidão é um parâmetro que pode ser avaliado segundo uma abordagem de avaliação 
direta. Atendendo às abordagens usualmente utilizadas pelos vários laboratórios, o 
Laboratório do SMAS de Sintra recorreu aos seus resultados obtidos em EIL de aptidão. 
Tal como foi referido na parte introdutória desta tese, estes ensaios são frequentemente 
utilizados para evidenciar a exatidão dos resultados do laboratório (    ) por comparação 
com o valor alvo (  ) definido pela entidade organizadora e tendo em conta uma unidade 
de desvio, que neste caso foi o desvio padrão da média dos resultados obtidos por todos os 
laboratórios participantes. A avaliação desses resultados normalmente é efetuada por 
cálculo do “Z-Score” e segundo a escala que se apresentam: 
 
                   
 
                     
 
                
 
Na tabela 5.16 estão os resultados obtidos pelo laboratório, que apesar de serem poucos 
permitem avaliar a exatidão do método. 
 
        
       
 
 (Eq.5.6) 
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Tabela 5.16 – Resultados e Z-Score dos EIL de aptidão  
Data Resultado SMAS de Sintra Resultado alvo Z-Score 
14-12-2012 65,6 65,8 -0,03 
01-02-2013 228 186,7 2,21 
08-03-2013 42,3 38,7 0,93 
18-06-2013 17,1 15,3 1,18 
 
Analisando os resultados obtidos e tendo em conta a forma em como é efetuada a avaliação 
pode-se afirmar que o método implementado é bastante exato. 
 
5.3 Incerteza do método de análise 
Para a estimativa da incerteza associada ao procedimento analítico utilizou-se a 
metodologia preconizada no Guia Eurachem, nomeadamente a descrita no apêndice D, a 
abordagem “Bottom-up” ou “passo-a-passo”. Esta é uma metodologia trabalhosa mas que 
na ausência de um histórico de dados é a que garante um nível de aproximação mais 
elevada. 
A equação que descreve a mensuranda, Cfinal (concentração final de surfatantes aniónicos 
em mg/L) é: 
 
em que 
     é a concentração de LAS em μg  
         é o volume de amostra em mL 
Os termos determinantes para o cálculo da incerteza são, segundo a equação acima 
descrita, a concentração de LAS obtida por interpolação da curva de calibração e o volume 
de amostra utilizado. Os restantes termos que contribuem para a incerteza do resultado são 
considerados e integrados na incerteza destes dois termos principais. 
         
    
        
 (Eq.5.7) 
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Para a aferição das incertezas de cada termo efetuou-se uma análise passo-a-passo e, de 
forma detalhada, do procedimento experimental. De seguida, apresenta-se essa análise 
aplicada às águas destinadas ao consumo humano e, posteriormente, a adaptação para as 
águas residuais. 
 
5.3.1 Estimativa da incerteza para a análise de água de consumo 
5.3.1.1 Definição da mensuranda e identificação das fontes de incerteza 
A equação que define a mensuranda é a equação 5.7, tal como já foi referido 
anteriormente. Na figura seguinte estão representadas num diagrama causa-efeito (também 
conhecido por diagrama de Ishikawa ou diagrama de “espinha de peixe”), as fontes de 
incerteza identificadas para a determinação em análise. 
 
Figura 5.3 – Diagrama causa-efeito com as fontes de incerteza associadas ao método de análise MBAS em 
estudo 
 
5.3.1.2 Quantificação dos componentes de incerteza 
Para se proceder à determinação da incerteza do método foi efetuado um levantamento dos 
reagentes, equipamentos e material envolvidos, assim como quando aplicável, dos seus 
erros e tolerâncias (Anexo 11) de forma a se poder avaliar quais os interferentes na 
exatidão final do resultado.  
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a) Medição da toma de amostra 
A toma de amostra (        ) necessária à realização do ensaio é medida com recurso a 
uma proveta graduada de 250 mL que apresenta uma tolerância de ± 1 mL. Os ensaios 
decorrem a temperaturas de 21°C com uma variação aproximada de 2°C, pelo que o termo 
da temperatura é negligenciável. Também o termo da repetibilidade da manipulação do 
material volumétrico é reduzido face à tolerância da medida do volume e à prática dos 
profissionais envolvidos, podemos assim concluir que a incerteza associada ao          é 
de 
          
 
  
         
 
Assumiu-se uma distribuição retangular do volume devido à sua magnitude elevada e por 
se tratar da capacidade total da proveta, ou seja, sem continuação de escala. Para maior 
detalhe recomenda-se a consulta do Apêndice E do Guia Eurachem. 
 
b) Extração com clorofórmio 
A toma de amostra medida é colocada numa ampola de decantação de 500 mL à qual são 
adicionadas 2 gotas de fenolftaleína. A amostra é alcalinizada com uma solução de NaOH 
e de seguida neutralizada com H2SO4. Na ampola é adicionado ainda 10 mL de 
clorofórmio, 25 mL do reagente de azul-de-metileno e 5 mL de álcool isopropílico. Estas 
medições são passos não analíticos, isto é, são passos que não influenciam o resultado final 
da análise, apenas a extração com clorofórmio poderá influenciar o mesmo. 
A adição do clorofórmio é feita com proveta de 10 mL, não sendo o erro associado a esta 
medição relevante. Só após o contato com a amostra e a extração das substâncias 
tensioativas nela presente é que a fase de clorofórmio é considerada com 
representatividade analítica. A fase de extração é realizada com 3 volumes de 10 mL de 
clorofórmio e considerou-se que apenas a última é relevante para a quantificação da 
incerteza. Assim, nesta fase podemos ter 3 situações: 
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Situação 1: Acertar exatamente a zona de separação das duas fases com a parte superior 
da torneira; 
Situação 2: A torneira é fechada antes de todo o clorofórmio ser escoado; 
Situação 3: Deixar escoar todo o clorofórmio e deixar que passe uma quantidade mínima 
da fase aquosa. 
 
A situação 1 é a que se revela como ideal pois não introduz erro na fase de extração. Na 
situação 2 se não escoar completamente a fase de clorofórmio nas primeiras extrações, ele 
será posteriormente removido com a última porção. Em relação à situação 3, o fato de 
passar um pouco da fase aquosa não é gravoso, pois ela ficará retida na ampola seguinte 
pelo que a última extração será a de maior importância. 
Analisando as torneiras utilizadas verificou-se que todas apresentam a mesma morfologia e 
a sua zona de escoamento tem o perfil apresentado na figura seguinte. (nota: dimensões em 
mm) 
 
Figura 5.4 – Representação das torneiras das ampolas de decantação utilizadas e ampliação da zona de 
escoamento   
 
A zona representada a cinzento na figura 5.5 é a zona que foi considerada relevante e 
poderá influenciar o resultado final.  
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Figura 5.5 – Ampliação da zona final de escoamento da torneira 
 
Sabendo que a região a cinzento apresenta a forma geométrica da figura 5.6:  
 
Figura 5.6 – Representação geométrica da região de escoamento final das torneiras 
 
Para determinar o volume desta zona recorreu-se à fórmula de cálculo do volume do tronco 
de um cone reto (Bronstein, 1979), que é a seguinte: 
Onde    ,     e       . 
Substituindo os valores na expressão do volume tem-se: 
  
   
 
                              
Assim, o erro máximo cometido será assim equivalente ao volume da zona final de 
escoamento, ou seja, 0,00844 mL. Da experiência transmitida pelos operadores esta zona 
nunca foi ultrapassada. 
  
   
 
             (Eq.5.8) 
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Este erro é cometido nas últimas extrações das duas ampolas (de 500 mL e 250 mL), pelo 
que o erro o erro do volume de clorofórmio será: 
                                                      
No caso do clorofórmio, não foi assumida qualquer função de distribuição a afetar o erro 
do seu escoamento considerando-se assim a situação mais desfavorável. 
O erro do volume de clorofórmio pode ser considerado desprezável, uma vez que este erro 
representa 0,0398% face aos 60 mL de clorofórmio utilizados, um erro 10 vezes menor que 
o erro da medição da amostra que é de 0,4% (1 mL em 250 mL) como já foi referido. 
 
c) Aferição do volume final de clorofórmio 
As fases de clorofórmio resultantes da 2ª fase de extração são transferidas para um balão 
de 100 mL, o qual é preenchido com clorofórmio puro. Apesar de esta operação não estar 
evidenciada na especificação da mensuranda, o erro cometido pode afetar o resultado. Para 
avaliar a magnitude deste erro opta-se pela sua determinação em termos de % de volume 
tal como foi feito anteriormente para o processo de extração. 
O balão volumétrico de 100 mL apresenta uma tolerância de ± 0,1 mL, ou seja, a incerteza 
associada a esta medição de volume é: 
                       
   
  
         
Mais uma vez esta medição apresenta um erro de 0,0408%, 10 vezes menor que o erro da 
medição inicial da amostra, pelo que se considerou também desprezável. 
 
d) Erro de interpolação da curva de calibração 
Para determinar a equação da curva de calibração utilizou-se o método dos mínimos 
quadrados. Esta metodologia assume uma relação linear entre o sinal do equipamento e a 
concentração, assim como a homogeneidade da precisão do equipamento para as várias 
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concentrações da gama de trabalho (homocedasticidade) e a incerteza desprezável na razão 
das concentrações dos padrões. 
Para a interpolação, a sua incerteza associada é dada pela expressão seguinte quando é feita 
apenas uma leitura da amostra: 
Sendo: 
     – Desvio padrão da curva de calibração 
  – Declive da curva de calibração 
  – Número de padrões da reta 
   – Valores individuais de concentração de cada padrão 
   – Valores individuais de sinal instrumental 
  – Média dos valores de concentração dos padrões 
  – Média de valores de   (sinal instrumental) 
Quando é efetuada mais que uma leitura a expressão a utilizar é: 
Sabendo que os extremos da curva são as situações mais desfavoráveis considerou-se para 
efeitos de cálculo, o terceiro ponto da reta, que corresponde a 30 μg e outro a cerca de 80% 
do padrão de concentração mais alta da curva de calibração. Para proceder ao cálculo da 
incerteza associada à interpolação teve-se em conta uma absorvância de 0,0942, que por 
substituição na equação da curva de calibração corresponde a uma concentração em LAS 
de 28,388 μg, e outra absorvância de 0,5168 que corresponde a 159,694 μg em LAS 
aproximadamente. 
Aplicando a expressão 5.9 uma vez que apenas é efetuada uma leitura da amostra obtém-se 
para o primeiro padrão um valor de concentração com incerteza associada de 28,388 ± 
1,3010 μg e para o padrão de maior concentração 159,694 ± 1,3861 μg. 
    
    
 




       
           
 (Eq.5.9) 
    









       
           
 (Eq.5.10) 
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5.3.1.3 Cálculo da incerteza combinada 
A incerteza combinada resulta do cálculo que inclui as várias componentes de incerteza até 
aqui determinadas. Sabendo que a mensuranda é dada pela equação 5.7 e atendendo à lei 
de propagação de incertezas, conclui-se 
 
Assim, para uma concentração próxima do primeiro padrão a sua incerteza combinada é: 
         
      
   
   
       




     




      
   
 
Ou seja, 
                              
Para o padrão de maior concentração temos: 
         
       
   
   
      




     




       
   
 
                              
 
5.3.1.4 Cálculo da incerteza expandida 
A incerteza expandida é obtida por multiplicação da incerteza combinada (  ) por um fator 
de cobertura ( ) adequado que é definido pela equação de Welch-Satterthwaite. 
(JCGM100, 2008) Atendendo ao elevado número de graus de liberdade envolvidos 
considera-se um fator de 1,96 para um intervalo de confiança de 95% na distribuição de 
Student. Usualmente este fator aparece na literatura arredondado por excesso para 2. 
Assim, a incerteza expandida para concentrações junto ao LQ será: 
         
    
        
   
     




         




    
        
 (Eq.5.11) 
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A incerteza expandida para concentrações maiores, 
                                        
O resultado final da análise obtém-se por associação do valor da incerteza expandida ao 
valor da concentração em LAS, que para os valores de concentração considerados é: 
                                           
                                           
Atendendo às regras de expressão de incertezas preconizadas (Eurachem, 2012), em que 
estas deverão ser apresentadas com um máximo de 2 algarismos significativos, os 
resultados finais serão: 
                                      
                                      
Para o valor de menor concentração a incerteza calculada representa em termos percentuais 
8,8 % da mensuranda e para o valor de maior concentração 1,80%, que se consideram 
valores satisfatórios atendendo ao fato de que usualmente são aceites valores de incerteza 
entre 20 e 30%. 
Como sugestão para diminuir um pouco mais estes valores, a utilização de material de 
vidro com melhor precisão para medição da toma da amostra, por exemplo, a utilização de 
duas pipetas volumétricas de 100 mL e uma de 50 mL, cujas tolerâncias são de ± 0,08 mL 
e ± 0,05 mL, respetivamente. Da soma destes intervalos obtém-se uma tolerância de ± 0,21 
mL, valor razoavelmente mais baixo que ± 1 mL da proveta de 250 mL. Outro ponto que 
efetivamente reduziria a incerteza associada a esta análise seria o aumento do número de 
leituras (réplicas) no espetrofotómetro, pois o erro de interpolação da curva de calibração 
iria diminuir bastante. Considerando três réplicas, a incerteza associada à interpolação 
passaria dos atuais 1,301 (menores concentrações) e 1,386 (maiores concentrações) para 
0,881 e 1,003 respetivamente. 
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5.3.2 Estimativa da incerteza para a análise de água residual sem diluição 
As águas residuais poderão ter inúmeras origens apresentando uma diversidade de 
matrizes, sendo necessário muitas vezes proceder à diluição da amostra consoante a carga 
tensioativa existente na mesma. 
Assim, para a estimativa da incerteza da análise de águas residuais procede-se de igual 
modo que nas águas de consumo com exceção do ponto Volume da amostra, onde se 
considerou 3 situações: uma de amostra sem diluição e duas de amostra com diluição. Em 
relação às amostras diluídas serão avaliados dois casos, um mais frequente que é a diluição 
na proporção de 1:5 e uma diluição de 1:100, de forma a avaliar o impacto do fator de 
diluição na incerteza do resultado final. 
 
5.3.2.1 Quantificação dos componentes de incerteza 
Em amostras em que não é necessária a sua diluição, a toma de amostra é medida com 
recurso a uma pipeta volumétrica de 100 mL que apresenta uma tolerância de ± 0,08 mL. 
Tal como já foi visto anteriormente, os ensaios decorrem a temperaturas de 21°C com uma 
variação aproximada de 2°C, pelo que o termo da temperatura é negligenciável assim como 
o termo da repetibilidade da manipulação do material volumétrico e a prática dos técnicos 
envolvidos. Quando se trata do uso de pipeta a literatura recomenda que considere uma 
distribuição triangular pelo que a incerteza associada ao          é de 
          
    
  
           
 
5.3.2.2 Cálculo da incerteza combinada 
Uma vez que as restantes condições da análise são iguais, só a fonte de incerteza associada 
ao          se alterou, então aplicando a lei de propagação de incertezas para uma 
concentração próxima do primeiro padrão a sua incerteza combinada é: 
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E para o padrão de maior concentração temos: 
         
       
   
   
      




       




       
   
 
                              
 
5.3.2.3 Cálculo da incerteza expandida 
Tal como foi feito antes, o valor da incerteza expandida é determinado multiplicando o 
valor da incerteza combinada pelo fator de cobertura 2: 
                                         
A incerteza expandida para concentrações maiores, 
                                        
 
O resultado final da análise obtém-se por associação do valor da incerteza expandida ao 
valor da concentração em LAS e atendendo às regras de expressão de incertezas 
preconizadas tem-se: 
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5.3.3 Estimativa da incerteza para a análise de água residual com diluição 1:5 
5.3.3.1 Quantificação dos componentes de incerteza 
Para efetuar a diluição de uma amostra na proporção de 1:5 transfere-se 100 mL da 
amostra (     ) para um balão volumétrico de 500 mL (      ). O balão é preenchido com 
água desmineralizada e após a sua homogeneização é retida a toma de 100 mL da amostra 
diluída (            ) para a ampola de decantação. Tal como já foi indicado anteriormente, 
a pipeta tem uma tolerância de ± 0,08 mL e o balão apresenta um intervalo de ± 0,25 mL 
Mais uma vez, o termo da temperatura é negligenciável, assim como o termo da 
repetibilidade da manipulação do material volumétrico. Neste caso assume-se que a 
expressão da concentração final é dada por: 
Onde o fator de diluição é dado por; 
 
O volume da amostra considerado para a determinação da incerteza é dado por: 
substituindo, 
             
   
   
      
Para a determinação da incerteza associada ao         , atendendo que trata de uma 
amostra diluída considerou-se que o material utilizado apresenta uma distribuição 
triangular. A incerteza associada a cada um será: 
           
    
  
                  
         
    
                                                  
 (Eq.5.12) 
          
     
      
 (Eq.5.13) 
                     
     
      
 (Eq.5.14) 
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Assim, a expressão de          reescrita com incerteza associada da diluição apresenta-se 
como: 
                        
             
              
   
Aplicando a lei da propagação de incertezas tem-se: 
              
  
       




      




       




                        
             
Concluindo,                           
 
5.3.3.2 Cálculo da incerteza combinada 
Mais uma vez, as restantes condições da análise são idênticas e apenas a incerteza 
associada ao          se alterou. Os valores de concentração final de um padrão de menor 
concentração, entrando com o respetivo fator de diluição e sua incerteza combinada 
determinam-se pela seguinte expressão: 
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E para um de maior concentração temos: 
         
       
  
   
      









       
  
 
                             
 
5.3.3.3 Cálculo da incerteza expandida 
O valor da incerteza expandida para concentrações menores será: 
                                       
Para concentrações maiores, 
                                         
 
O resultado final da análise será dado como: 
                                    
                                    
 
5.3.4 Estimativa da incerteza para a análise de água residual com diluição 1:100 
5.3.4.1 Quantificação dos componentes de incerteza 
Para efetuar a diluição de uma amostra na proporção de 1:100 transfere-se 5 mL da 
amostra (     ) para um balão volumétrico de 500 mL (      ). O balão é preenchido com 
água desmineralizada e após a sua homogeneização é retida a toma de 100 mL da amostra 
diluída (            ) para a ampola de decantação. Apesar de já ter sido referido que a 
pipeta de 100 mL tem uma tolerância de ± 0,08 mL, o balão apresenta um intervalo de 
±0,25 mL e agora mais a pipeta de 5 mL que apresenta uma tolerância de ± 0,015 mL. O 
termo da temperatura é negligenciável, assim como o termo da repetibilidade da 
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manipulação do material volumétrico. Tal com na situação anterior, atendendo a que se 
trata de uma amostra diluída teremos de ter conta o seu fator de diluição. Portanto: 
substituindo, 
             
 
   
     
Considerando que apresentam uma distribuição triangular, a incerteza associada a cada um 
será: 
         
     
  
                
            
    
  
                 
                  
    
  
                  
 
Assim, a expressão de          apresenta-se como: 
                        
            
             
   
Aplicando a lei da propagação de incertezas tem-se: 
             
  





      




       




                       
             
 
Concluindo,                          
                     
     
      
 (Eq.5.15) 
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5.3.4.2 Cálculo da incerteza combinada 
Mais uma vez, as restantes condições da análise são idênticas e apenas a incerteza 
associada ao          se alterou. Assim, o resultado final tendo em conta o fator de 
diluição e a sua incerteza combinada para um padrão de menor concentração: 
         
      
 
   
      









      
 
 
                          
E para um de maior concentração temos: 
         
       
 
   
      









       
 
 
                           
 
5.3.4.3 Cálculo da incerteza expandida 
O valor da incerteza expandida para concentrações menores será: 
                                    
Para concentrações maiores, 
                                    
O resultado final da análise será dado como: 
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Após a determinação da incerteza para todas estas situações conclui-se que para 
concentrações próximas do LQ, estas apresentam um resultado final com uma incerteza de 
9,2%, aproximadamente. Para concentrações próximas do padrão mais alto o valor da 
incerteza associada ao resultado final é menor, cerca de 1,8% 
Desta análise surge também, a sugestão da diluição necessária nas águas residuais se 
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6.1 Conclusões 
Atendendo ao conjunto de dados anteriormente apresentados e tratados pode-se afirmar 
que o método de análise Azul-de-metileno por Espetrofotometria de Absorção Molecular 
para determinação de detergentes é um método simples, exato e preciso, que se traduz em 
resultados confiáveis. Este trabalho permitiu aferir que a incerteza associada está 
enquadrada nos parâmetros comumente aceites para os ensaios analíticos.  
Através dos estudos efetuados para a validação do método foi possível comprovar a 
validade deste e também definir critérios de aceitação para o trabalho que futuramente o 
Laboratório irá realizar: 
Em relação à gama de trabalho, de 10 e 200 μg está adequadamente ajustada uma vez que 
o resultado do teste F realizado assim o indicou. Os padrões extremos apresentam CV 
inferiores a 10% quer em condições de repetibilidade, quer em condições de 
reprodutibilidade. 
Apesar de ser referido em literatura de referência que a curva de calibração considerada 
apresenta linearidade na gama de trabalho, também foi efetuado o teste F que confirmou a 
linearidade. Também se verificou pela determinação das bandas de dispersão e dos 
respetivos intervalos de confiança que o método é bastante preciso atendendo à magnitude 
das bandas de dispersão face ao valor central. 
Ficou estipulado, apesar dos poucos resultados que o Laboratório possui, que por cada 
série de amostras é efetuado um ensaio de recuperação e que serão aceites considerando 
valores num intervalo de 80 – 120% considerado aceitável nesta fase inicial de 
implementação do método. 
Relativamente ao LQ o Laboratório estipulou que esse corresponderia ao valor do padrão 
mais baixo da curva de calibração (10 μg), dado que é o que normalmente se aplica em 
método com curvas de calibração. Ao efetuar os estudos de repetibilidade e 
reprodutibilidade, este padrão apresentou resultados satisfatórios permitindo aceitá-lo 
como LQ e o seu critério de aceitação ficou definido como 25% em relação ao valor 
teórico, isto é, entre 7,5 a 12,5 μg. 




Trabalho Final Mestrado – Andreia Pires ISEL, 2013  
 
Em relação ao LD, o laboratório não definiu qualquer valor, mas impôs um critério de 
aceitação para os brancos que deverão apresentar valores de absorvância inferiores a 0,02.  
No estudo da sensibilidade, o método revelou-se bastante estável ao longo do tempo 
permitindo ao Laboratório alargar para semestral a periocidade para a construção de novas 
curvas e com critério de aceitação do declive de 0,0032 ± 0,0005. 
Em termos de estudos repetibilidade, reprodutibilidade e precisão intermédia o método 
revelou-se preciso. Os estudos de repetibilidade contemplaram toda a gama de trabalho, 
com ensaios sobre os padrões extremos (10 e 200 μg LAS) e um padrão intermédio (100 
μg LAS) tendo-se obtido CV inferiores a 10%. Nos estudos de reprodutibilidade foram 
avaliados os limites de reprodutibilidade com base nos EIL e, por fim, a precisão 
intermédia foi determinada recorrendo aos valores de amostras realizadas em duplicado. 
A exatidão do método foi avaliada com base no pequeno histórico de EIL que o 
Laboratório possui tendo-se revelado, um método exato dado que os valores de Z-Score 
obtidos pelo Laboratório são inferiores a 2, ou seja são resultados satisfatórios. 
A robustez do método ainda não é possível avaliar dado que é necessário mais tempo para 
reunir informação para tal. 
Relativamente à incerteza, esta foi determinada pela abordagem “Passo a passo”, que se 
mostrou bastante trabalhosa, mas que numa fase inicial de implementação de um método 
onde existe pouco histórico permite um valor mais aproximado da verdadeira incerteza. 
O cálculo da incerteza para as duas matrizes, e considerando diferentes fatores de diluição, 
permitiu concluir que um maior volume de amostra afeta o resultado final numa incerteza 
menor. No caso de se efetuar diluição verificou-se que quanto maior o grau de diluição 
maior a incerteza associada. Resumindo, apesar de ser um método demorado, que envolve 
muito material, com várias condicionantes, nomeadamente ao nível do processo de 
extração, este é um método com uma incerteza bastante razoável. 
De forma resumida, a tabela seguinte demostra a percentagem de incerteza associada a 
cada situação estudada: 
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Tabela 6.1 – Resumo das percentagens de incerteza 
Matriz 






Águas Residuais sem diluição 
28,388 9,17 
159,694 1,74 
Águas Residuais com diluição 1:5 
28,388 9,17 
159,694 1,74 
Águas Residuais com diluição 1:100 
28,388 9,17 
159,694 1,75 
O método na sua globalidade apresenta-se como um método robusto e confiável que 
cumpre todas as exigências de validação dos métodos analíticos. 
 
6.2 Sugestões futuras 
No desenvolvimento desta tese evidenciou-se importância dos surfatantes nas suas 
possíveis aplicações, nomeadamente nos produtos de limpeza, e também salientou-se o seu 
impacto ambiental. Dada a relevância do assunto, atualmente e de futuro, tornam-se 
necessários estudos que incidam essencialmente no desenvolvimento de novas formulações 
de detergentes que proporcionem menor impacto no meio ambiente. A identificação de 
possíveis fontes desses contaminantes, relacionando o tipo de tensioativo, torna-se fulcral 
na resolução de questões relativas às áreas de saúde pública, meio ambiente e química 
analítica, assim como para o desenvolvimento de novos e/ou melhores métodos analíticos 
para determinação dos detergentes. Os esforços devem ainda ser dirigidos para que seja 
possível estabelecer métodos de controlo mais eficientes e definir valores limites para 
determinados componentes dos detergentes que são produzidos e lançados no meio 
ambiente, por não se encontrarem referidos na atual legislação.  
De salientar a eventual necessidade de o Laboratório se adaptar a novas alterações, como 
por exemplo, pequenas modificações da atual técnica e/ou até a implementação de outras 
novas técnicas que resultam num aumento dos custos do Laboratório, mas que trazem 
exatidão e precisão dos resultados obtidos mantendo-se sempre na linha da frente no que 
diz respeito à garantia de satisfação do cliente. 
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De referir ainda que o Laboratório, para a realização da análise de robustez, irá reunir a 
informação necessária com base nas condições de realização de ensaios interlaboratoriais 
futuros. Através destes ensaios é possível recolher a informação necessária (diferentes 
laboratórios, diferentes analistas, diferentes métodos, diferentes equipamentos e outros 
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ANEXO 1  
ORGANOGRAMA DOS SMAS DE SINTRA 
 
Este anexo apresenta de seguida a estrutura flexível implementada nos SMAS de Sintra 
que resultou de uma reorganização das divisões e departamentos existentes, de forma a 
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ANEXO 2  
SELO DA QUALIDADE ATRIBUIDO AOS SMAS DE SINTRA 
 
Apresenta-se neste anexo o Selo da Qualidade exemplar da água para consumo humano, 
com o qual os SMAS de Sintra foram presenteados este ano. Este selo pretende distinguir 
as entidades que asseguram a qualidade da água para consumo através do cumprimento de 
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ANEXO 3  
ANEXO TÉCNICO DA ACREDITAÇÂO DOS SMAS DE SINTRA 
 
O presente anexo apresenta o resultado do esforço realizado pelo Laboratório nos últimos 
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ANEXO 4  
DECRETO-LEI N.º 236/1998´  
 
Apresenta-se de seguida as páginas consideradas mais relevantes, no contexto deste 
trabalho, do Decreto-Lei 236/1998 de 1 de Agosto. Optou-se por apresentar a página 
inicial (Introdução, Disposições Finais e Âmbito), as páginas de Siglas e Definições e as 
páginas relativas aos tensioativos.  
Este Decreto-Lei poderá ser consultado na íntegra no Diária da República Eletrónico 
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ANEXO 5  
DIRETIVA 79/869/CEE 
 
Apresenta-se de seguida as páginas consideradas mais relevantes, no contexto deste 
trabalho, da Diretiva do Concelho de 9 de Outubro de 1979. Optou-se por apresentar a 
página inicial e a página onde são apresentados os métodos padrão, nomeadamente o que 
diz respeito às substâncias tensioativas.  
Esta Diretiva poderá ser consultada na íntegra na base EUR-Lex (http://eur-lex.europa.eu/) 
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ANEXO 6  
PROCEDIMENTO TÉCNICO SMAS DE SINTRA 
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ANEXO 7  
NOVO PROCEDIMENTO TÉCNICO 
 
De seguida apresenta-se o procedimento elaborado com base no existente, onde foram 
introduzidas algumas modificações que se revelaram importantes e que ficam como 
















 Implementação e validação de um método analítico para a determinação de surfatantes aniónicos 
  
 
 A - 7.2 





 Implementação e validação de um método analítico para a determinação de surfatantes aniónicos 
  
 
 A - 7.3 





 Implementação e validação de um método analítico para a determinação de surfatantes aniónicos 
  
 
 A - 7.4 





 Implementação e validação de um método analítico para a determinação de surfatantes aniónicos 
  
 
 A - 7.5 





 Implementação e validação de um método analítico para a determinação de surfatantes aniónicos 
  
 
 A - 7.6 





 Implementação e validação de um método analítico para a determinação de surfatantes aniónicos 
  
 
 A - 7.7 




 Implementação e validação de um método analítico para a determinação de surfatantes aniónicos 
  
 
 A - 7.8 




 Implementação e validação de um método analítico para a determinação de surfatantes aniónicos 
  
 
 A - 7.9 





 Implementação e validação de um método analítico para a determinação de surfatantes aniónicos 
  
 
 A - 8.1 
Trabalho Final Mestrado – Andreia Pires ISEL, 2013  
 
 
ANEXO 8  
RELATÓRIO DE ENSAIO 
 
O presente anexo demonstra como o Laboratório emite os seus resultados aos seus clientes. 
A este relatório estão associadas todas as informações quer do cliente, quer da amostra 
como por exemplo, data da colheita, tipo de amostragem, apreciação final do cumprimento 















 Implementação e validação de um método analítico para a determinação de surfatantes aniónicos 
  
 
 A - 8.2 





 Implementação e validação de um método analítico para a determinação de surfatantes aniónicos 
  
 
 A - 8.3 





 Implementação e validação de um método analítico para a determinação de surfatantes aniónicos 
  
 
 A - 9.1 
Trabalho Final Mestrado – Andreia Pires ISEL, 2013  
 
 
ANEXO 9  
ESPETRO DO MÁXIMO DE ABSORÇÃO DO AZUL DE METILENO 
 
Para a implementação do método procedeu-se à determinação do comprimento de onda 
onde o azul-de-metileno apresenta o seu máximo de absorção. Essa determinação foi 
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ANEXO 10  
ESTUDO DA LINEARIDADE DA CURVA DE CALIBRAÇÃO 
 
Apresenta-se de seguida os outputs produzidos pelo ficheiro EXCEL pré-definido para os 
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ANEXO 11  
TABELA DE TOLERÂNCIAS DO MATERIAL UTILIZADO 
 
De seguida estão apresentadas as tolerâncias retiradas do material de vidro utilizado na 
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Pipeta volumétrica 1 mL AS (Normax ou Brand) 0,008 mL 
Pipeta volumétrica 5 mL AS (Normax ou Brand) 0,015 mL 
Pipeta volumétrica 10 mL AS (Normax ou Brand) 0,02 mL 
Pipeta volumétrica 15 mL AS (Normax ou Brand) 0,03 mL 
Pipeta volumétrica 20 mL AS (Normax ou Brand) 0,03 mL 
Pipeta volumétrica 25 mL AS (Normax ou Brand) 0,03 mL 
Pipeta volumétrica 30 mL AS (Normax ou Brand) 0,03 mL 
Pipeta volumétrica 50 mL AS (Normax ou Brand) 0,05 mL 
Pipeta volumétrica 100 mL AS (Normax ou Brand) 0,08 mL 
Balão volumétrico 100 mL 0,10 mL 
Balão volumétrico 250 mL 0,15 mL 
Balão volumétrico 500 mL 0,25 mL 
Balão volumétrico 1000 mL 0,40 mL 
Proveta de vidro de 10 mL 0,10 mL 
Proveta de vidro de 50 mL 0,50 mL 
Proveta de vidro de 100 mL 0,50 mL 
Proveta de vidro de 250 mL 1,0 mL 
Balança analítica Mettler Toledo AB204-s/Fact 1,0 mg 
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ANEXO 12  
PROCEDIMENTOS AUXILIARES 
 
De seguida são apresentados os procedimentos auxiliares associados ao procedimento 
técnico existente. 
PAFQ15 (Ed01Rev13) _Apresentação de resultados 
Neste procedimento encontra-se descrito para cada parâmetro, qual o método utilizado 
assim como a norma que serviu de referência para o desenvolvimento de cada um. É 
indicado também qual o tipo de matriz (águas de consumo humano, não tratadas ou 
residuais) a que se aplicam, as unidades em que são expressos os resultados e a incerteza 
de cada método de análise. A gama de trabalho e o limite de quantificação também se 
encontram aqui definidos, assim como a situação de cada parâmetro em termos de 
acreditação (se é acreditado ou não, ou em fase de acreditação). 
 
PAFQ18 (Ed01Rev05) _Controlo de Qualidade Espetrofotometria 
Este procedimento engloba o controlo de qualidade de três parâmetros efetuados por 
Espetrofotometria de Absorção Molecular, nomeadamente os detergentes. A existência 
deste procedimento permite uma consulta facilitada através de um quadro resumo do 
controlo de qualidade e sua periodicidade para a determinação de detergentes de uma 
amostra. 
 
PAFQ19 (Ed01Rev00) _Instruções de funcionamento espectrofotómetro 
Este procedimento foi elaborado com instruções passo a passo para um manuseamento 
facilitado do espetrofotómetro. 
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PAFQ15 (Ed01Rev13) _Apresentação de resultados 
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PAFQ18 (Ed01Rev05) _Controlo de Qualidade Espetrofotometria 
 
 
 Implementação e validação de um método analítico para a determinação de surfatantes aniónicos 
  
 
 A - 11.7 





 Implementação e validação de um método analítico para a determinação de surfatantes aniónicos 
  
 
 A - 11.8 





 Implementação e validação de um método analítico para a determinação de surfatantes aniónicos 
  
 
 A - 11.9 
Trabalho Final Mestrado – Andreia Pires ISEL, 2013  
 
PAFQ19 (Ed01Rev00) _Instruções de funcionamento espectrofotómetro 
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